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1 Einleitung und Ziel 
In der gesellschaftlichen Diskussion rücken Sicherheitsaspekte der Lebensmittelverarbeitung 
sowie der Ernährung allgemein angesichts der zunehmenden Industrialisierung der Lebens-
mittelproduktion sowie verschiedener sogenannter Lebensmittelskandale (z.B. der Nachweis 
von Dioxin in Eiern sowie von EHEC-Bakterien auf Gemüse) mehr und mehr in den Vorder-
grund. Spätestens seit der Nutzung des Feuers besteht zwischen Mensch und Tier hinsichtlich 
der Lebensmittelverarbeitung insofern ein drastischer Unterschied, als sich Lebensmittelin-
haltsstoffe durch Hitzeanwendung in vielfältigen Reaktionen abbauen und miteinander 
reagieren können. Dabei bilden sich in Pyrolyse-, Karamellisierungs- und Maillard-
Reaktionen einerseits Stoffe, die wichtig für das Aroma und den Geschmack von Lebensmit-
teln sind, andererseits jedoch auch potentiell toxische Substanzen wie Acrylamid in frittierten 
Lebensmitteln oder heterocyclische aromatische Amine in gegrilltem oder gebratenem 
Fleisch.  
Während der Maillard-Reaktion entstehen darüber hinaus in bedeutenden Mengen „neue“, 
nicht-proteinogene Aminosäuren, z.B. N-ε-Fructosyllysin oder N-ε-Carboxymethyllysin. 
Durch Bildung solcher Maillard-Reaktionsprodukte (MRP) wird die essentielle Aminosäure 
Lysin irreversibel blockiert. Bei der Alkalibehandlung bzw. der Anwendung mikrobieller 
Transglutaminase kommt es zur Bildung quervernetzender Aminosäuren (CLAS) wie 
Lysinoalanin bzw. N-ε-(γ-Glutamyl)-Lysin. Diese modifizierten Aminosäuren liegen im 
Lebensmittel vor allem proteingebunden vor und werden mit der täglichen Nahrung vom 
Menschen aufgenommen.  
Die genannten Reaktionen laufen in geringerem Umfang auch in physiologischen Systemen 
ab und werden dort im Zusammenhang mit der Pathogenese des Diabetes oder der Urämie 
diskutiert. Zahlreiche Studien beschäftigen sich mit physiologischen und auch pathophysiolo-
gischen Folgen der Aufnahme modifizierter Aminosäuren aus Lebensmitteln. So stehen auch 
alimentär aufgenommene MRP im Verdacht, ursächlich in die Pathogenese des Diabetes bzw. 
der Urämie einzugreifen. Viele Studien lassen jedoch die Frage unbeantwortet, ob und wie die 
modifizierten Aminosäuren die intestinale Barriere überwinden können.  
Generell werden die physiologischen Effekte alimentärer MRP bzw. von Quervernetzungs-
produkten wie LAL durch ihre Bioverfügbarkeit limitiert. Um im Körper wirken zu können, 
müssen modifizierte Aminosäuren nach Freisetzung aus dem Proteinverband die epitheliale 
Barriere des Dünndarms passieren können. In Humanstudien wurde gezeigt, dass z.B. N-ε-
Lactulosyllysin, N-ε-Fructosyllysin und Lysinoalanin nicht vom menschlichen Körper 
aufgenommen werden können (Lee und Erbersdobler, 1994; Henle et al., 2000; Förster et al., 
2005). Für das MRP Pyrralin wurde dagegen eine hohe Bioverfügbarkeit nachgewiesen 
(Förster und Henle, 2003; Förster et al., 2005). Es stellt sich somit die Frage, auf welchen 
2 1 Einleitung und Ziel  
molekularen Grundlagen diese Effekte beruhen und ob sich zur Bioverfügbarkeit bisher nicht 
untersuchter Derivate Voraussagen machen lassen. 
Im ersten Teil der Arbeit sollten daher in Casein als Modellprotein gezielt einzelne modifi-
zierte Aminosäuren angereichert werden. Die modifizierten Caseine sollten anschließend 
einer simulierten gastrointestinalen Verdauung unterzogen werden, wobei zum einen der 
Einfluss der Modifizierung auf die Verdaubarkeit ermittelt und zum anderen die Freisetzbar-
keit der modifizierten Aminosäuren aus dem Proteinverband abgeschätzt werden sollte.  
In zweiten Teil der Arbeit sollte die Wechselwirkung von MRP und CLAS mit intestinalen 
und renalen Transportsystemen charakterisiert werden. Für N-ε-Fructosyllysin und Lysino-
alanin konnte bereits festgestellt werden, dass diese nicht mit intestinalen Transportsystemen 
für Lysin und Leucin interagieren und nicht von intestinalen Epithelzellen transportiert 
werden (Grunwald et al., 2006). Neben modifizierten freien Aminosäuren sollten in dieser 
Arbeit erstmals auch gezielt modifizierte Dipeptide untersucht werden, da der intestinale 
Peptidtransporter PEPT1 aufgrund seiner hohen Substrattoleranz (Knütter, 2003) für die 
Resorption solcher Peptide infrage kommt. Zunächst sollte die Affinität freier und dipeptid-
gebundener MRP und CLAS zu den Lysintransportsystemen und zum Peptidtransporter 
PEPT1 an Caco-2-Zellen bestimmt werden und anschließend der Transport über den Zellmo-
nolayer (Transepithelialer Nettoflux). Die Affinität zu den Lysintransportsystemen und der 
transepitheliale Flux sollten auch an einem Nierenzellmodell (OK-Zellen) ermittelt werden, 
um die Möglichkeit der renalen Reabsorption intestinal aufgenommener bzw. in vivo gebilde-
ter MRP und CLAS abzuschätzen. 
Zunächst war es allerdings nötig, die freien und dipeptidgebundenen MRP und CLAS in 
ausreichender Menge als Standards für chromatographische Messungen bzw. Inhibitions- und 
Transportstudien herzustellen. Hier war es bisweilen nötig, aus der Literatur bekannte 
Synthesevorschriften hinsichtlich einer höheren Ausbeute bzw. Reinheit zu optimieren.1 
 
                                                 
1 Diese Arbeit war in das DFG-Projekt „Transport freier und peptidgebundener Maillard-Produkte und Cross-
link-Aminosäuren an den Epithelien von Darm und Niere“ eingebunden. Teile der Arbeiten wurden bereits 
veröffentlicht (vgl. Verzeichnis wissenschaftlicher Publikationen). 
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2.1 Posttranslationale Modifizierung von Lebensmittelproteinen 
Lebensmittelproteine sind als Produkte der in-vivo-Genexpression unmittelbar nach der 
Translation aufgebaut aus den 20 proteinogenen Aminosäuren. Posttranslationale Modifizie-
rungen an Proteinen können dann einerseits in vivo erfolgen, z.B. durch intrazelluläre Glyco-
sylierung oder Phosphorylierung von Aminosäureseitenketten. Dabei handelt es sich vorwie-
gend um enzymkatalysierte biochemische Prozesse, bei denen die Eigenschaften von Protei-
nen gezielt verändert werden (Wold, 1981). Proteine sind daneben aber auch immer rein 
chemischen („ungerichteten“) Veränderungen unterworfen, die teilweise irreversibel sind und 
zumindest in biologischen Systemen die Funktionalität von Proteinen entscheidend beeinflus-
sen können (Cloos und Christgau, 2002; Hipkiss, 2006). In Lebensmitteln zeigen sich die 
Folgen solcher Reaktionen besonders deutlich, was durch die vergleichsweise drastischen 
Bedingungen während der Verarbeitung und Lagerung und die anders als unter physiologi-
schen Bedingungen völlig fehlenden Reparaturmechanismen bedingt ist. Es treten z.B. 
Reaktionen mit reduzierenden Zuckern und ihren Abbauprodukten (Maillard-Reaktion), 
Oxidationsreaktionen sowie alkali-induzierte Quervernetzungsreaktionen auf. 
2.1.1 Die Maillard-Reaktion 
2.1.1.1 Definition und geschichtlicher Abriss 
Während der Maillard-Reaktion katalysieren Nucleophile den Abbau von Zuckern und 
werden gleichzeitig durch diese Zucker und ihre Abbauprodukte modifiziert. Aufgrund der 
charakteristischen Färbung von Lebensmitteln, die durch die Maillard-Reaktion verursacht 
wird, heißt die Reaktion auch „nicht-enzymatische Bräunung“. Sie steht im Gegensatz zur 
enzymatischen Bräunung, die durch Polyphenoloxidation verursacht wird. Für die Maillard-
Reaktion in physiologischen Systemen hat sich die Bezeichnung „Glykierung“ durchgesetzt, 
die den deutlichen Unterschied zur (enzymatischen) Glycosylierung kenntlich machen soll. 
Die erste systematisch-naturwissenschaftliche Beschreibung der Reaktion stammt von L.-C. 
Maillard, der verschiedene Polyalkohole, darunter Glucose, Galaktose und Lactose, mit 
Aminosäuren umsetzte und die Bildung brauner Pigmente sowie von Kohlendioxid auf die 
Reaktion der Aldehydgruppe des Zuckers mit Aminogruppen zurückführte (Maillard, 1912). 
Hodge (1953) präsentierte eine Einteilung des komplexen Netzwerkes einzelner Reaktionen, 
die trotz der Aufklärung zahlreicher neuer Reaktionswege auch heute noch grundlegend ist. 
Bis in die 1980er Jahre wurde vor allem die durch die Maillard-Reaktion hervorgerufene 
Nährwertminderung diskutiert, da Lysin als essentielle Aminosäure blockiert wird (Finot und 
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Magnenat, 1981). Danach trat die Frage der (patho)physiologischen Wirkung einzelner 
Maillard-Reaktionsprodukte (MRP) stärker in den Vordergrund, zumal ab 1980 einige 
definierte glykierte Aminosäuren aus Lebensmitteln bzw. Modellansätzen isoliert wurden, 
darunter Pyrralin (Nakayama et al., 1980), Carboxymethyllysin (CML, Ahmed et al., 1986) 
und Pentosidin (Sell und Monnier, 1989). Für Produkte dieser Art wurde der Begriff „advan-
ced glycation end products“ (AGEs) geprägt (Brownlee et al., 1984). Niedermolekulare 
flüchtige Produkte tragen maßgeblich zum charakteristischen Geruch und Geschmack 
erhitzter Lebensmittel bei, ihre Farbe wird durch die höhermolekularen Melanoidine verur-
sacht. Mit der Maillard-Reaktion gehen auch Texturveränderungen einher, die mitunter zur 
Änderung funktioneller Eigenschaften gezielt ausgenutzt werden (Oliver et al., 2006).  
In den folgenden Abschnitten sollen die chemischen Grundlagen der Maillard-Reaktion 
präsentiert werden. Eine völlig isolierte Betrachtung der Reaktion ist jedoch nicht möglich, da 
Edukte und Produkte aus anderen Reaktionen hervorgehen und andere Reaktionen eingehen 
können. Das Fortschreiten der Reaktion ist dabei abhängig vom zeitlichen Verlauf und der 
Höhe des Energieeintrages, dem pH-Wert, der Art und Konzentration der Reaktanden sowie 
der Wasseraktivität (aW-Wert). Je nach Kombination dieser Bedingungen gelangt man an 
unterschiedliche Punkte der Reaktionskaskade. 
2.1.1.2 Die frühe Phase 
In der frühen Phase der Maillard-Reaktion kommt es zur Bildung von Amadori-Produkten 
(AP), die allgemein als Reaktionsprodukte von α-Hydroxyaldehyden mit primären oder 
sekundären Aminen aufgefasst werden können. AP sind die ersten analytisch leicht fassbaren 
Produkte der Maillard-Reaktion. Wie in Abbildung 2-1 am Beispiel der Bildung des Fructose-
lysins 1 dargestellt, addiert sich die ε-Aminogruppe des Lysins an das Carbonylkohlenstoff-
atom der Glucose 2, wobei sich nach Abspaltung von Wasser das Imin 3 (Schiff’sche Base) 
bildet. Die Schiff’sche Base 3 kann einerseits zum Glycosylamin 4 als N-Glycosid cyclisie-
ren, steht aber auch durch Imin-Enamin-Tautomerie im Gleichgewicht mit dem entsprechen-
den Enaminol 5, der wiederum mit der entsprechenden Ketoform, dem Amadori-Produkt 1, 
im tautomeren Gleichgewicht steht. Dieser letzte Zwischenschritt („Amadori-Umlagerung“) 
ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion. Formal entsteht so aus einer 
Aldose eine 1-Amino-1-desoxyketose.  
Bei der analogen Reaktion ausgehend von α-Hydroxyketonen entstehen die Heyns-Produkte 
(Heyns et al., 1967) als substituierte 2-Amino-2-desoxyaldosen aus Ketosen, z.B. Fructose. 
Die Bildung von AP ist im schwach Sauren begünstigt, da die Enaminolbildung aufgrund der 
erhöhten Elektrophilie des protonierten N-Atomes im Sauren protonenkatalysiert verläuft 
(Simon und Kraus, 1970). Aufgrund des Gleichgewichtscharakters aller Teilschritte ist die 
Bildung der AP reversibel (Martins et al., 2003). 
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Abbildung 2-1: Reaktion der Glucose mit Lysin — Bildung der Schiff’schen Base 3 und des Amadori-
Produktes 1.  
Die Neigung der Zucker zur AP-Bildung ist abhängig vom Anteil ihrer offenkettigen Form: 
Pentosen sind reaktiver als Hexosen, die wiederum reaktiver als Disaccharide sind (Maillard, 
1912; Chevalier et al., 2001; Laroque et al., 2008). Unter den Pentosen und Hexosen reagiert 
Glucose mit einem offenkettigen Anteil von 0,002% am schwächsten, weswegen vermutet 
wird, dass sie deshalb der universelle Energieträger in physiologischen Systemen ist (Bunn 
und Higgins, 1981). Auch AP können in Lösung offenkettig vorliegen oder Ringformen 
bilden, wobei die Anomerenverteilung derjenigen der analogen Ketosen ähnlich ist (Röper et 
al., 1983) und kaum vom Amin abhängt. Fructoselysin 1 (Abbildung 2-1) liegt in wässriger 
Lösung zu über 60% als β-Furanose vor (Röper et al., 1983). AP von Pentosen können zu 
über 20% offenkettig vorliegen (Mossine et al., 2002; Hellwig und Henle, 2010), während die 
Produkte der Hexosen und Disaccharide fast ausschließlich Ringformen bilden.  
In Proteinen kann die Mikroumgebung der Lysinreste die Reaktivität der ε-Aminogruppen 
verändern: Lysinreste werden bevorzugt glykiert, wenn sie Aminosäuren benachbart sind, die 
kationische oder anionische Seitenketten haben, die katalytisch aktiv sein können. Die 
Gruppen müssen nicht direkt benachbart sein, sondern können auch, z.B. durch helicale 
Anordnung, innerhalb der Tertiärstruktur eines Proteins in ausreichende Nähe gebracht 
werden (Iberg und Flückiger, 1986; Venkatraman et al., 2001; Johansen et al., 2006).  
2.1.1.3 Die fortgeschrittene Phase 
Abbau der Schiff’schen Basen und Amadori-Produkte 
In der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion werden Schiff’sche Basen und AP 
abgebaut. Bei den Abbaureaktionen handelt es sich vor allem um Enolisierungs- und De-
hydratisierungsreaktionen, Oxidationen und Retro-Aldolspaltungen. Die Aminbildung kann 
dabei erhalten bleiben oder verloren gehen, d.h. das Ausgangsamin wird vollständig wieder 
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zurückgebildet. Je nach Zuckerrest sind die AP des Lysins für den Abbau unterschiedlich 
prädisponiert (Kato et al., 1986, 1988). Wesentliche Produkte in dieser Phase sind die α,β-
Dicarbonylverbindungen. 
Bereits auf der Stufe der Schiff’schen Base 3 kann es im Zuckerrest zur Retro-Aldolspaltung 
kommen (Abbildung 2-2), bei der zunächst das Enaminol 6 gebildet wird, das mit dem AP 7 
im Gleichgewicht steht („Namiki-Weg“, Namiki et al., 1977). Formal handelt es sich dabei 
um das AP des Lysins mit Glycolaldehyd. Das AP 7 kann zu N-ε-Carboxymethyllysin 8 
(CML) oxidiert werden (Glomb und Monnier, 1995). 
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Abbildung 2-2: Reaktionswege der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion. 
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Aufgrund der Protonierung des N-Atoms und der damit verbundenen Verminderung der 
Elektronendichte am C-1 des Zuckers bildet sich aus den AP im Sauren vor allem das 1,2-
Enaminol 5, während unter neutralen bis basischen Bedingungen die 2,3-Enolisierung 
bevorzugt ist (Yaylayan und Huyghues-Despointes, 1994). Das Enaminol 5 kann leicht zum 
Imin 9 dehydratisieren (Yaylayan und Huyghues-Despointes, 1994) bzw. unter Bildung von 
Glucoson 10 oxidiert werden (Baker et al., 1994). Das Imin 9 kann zum 3-Desoxyglucoson 11 
(3-DG) hydrolysiert werden. Aufgrund der zahlreichen benachbarten Hydroxy- und Oxogrup-
pen im Imin 9 lässt sich durch sukzessive Keto-Enol-Tautomerisierungen und Dehydratisie-
rungen eine Fülle von möglichen Folgeprodukten formulieren (Monnier et al., 2008). Diese 
Carbonylmobilität, d.h. die „Wanderung“ der Carbonylgruppe über die gesamte Zuckerkette, 
wurde experimentell bereits beobachtet (Reihl et al., 2004). So kann sich aus 9 die Diketover-
bindung 12 bilden, die zu 8 fragmentieren kann (Hayami, 1961; Kasper und Schieberle, 
2005).  
Das 2,3-Endiol 13 kann zur 1-Desoxyglucodiulose 14 (1-DG, Beck et al., 1988) und zum N-
(5,6-dihydroxy-2,3-dioxohexyl)-amin 15 (1-Amino-1,4-didesoxygluco-2,3-diulose, „4-DG“) 
dehydratisieren (Abbildung 2-2). Die Bildung von 15 ist aus 1→4-verknüpften Disacchariden 
bevorzugt, da der Zuckerrest am C-4 eine bessere Abgangsgruppe als Wasser darstellt. Der 
Nachweis des proteingebundenen 15 konnte durch eine Abfangreaktion mit Aminoguanidin 
bereits erbracht werden (Chen und Cerami, 1993). Eine Oxidation des 2,3-Endiols 13 wird 
durch reaktive Sauerstoffspezies (z.B. Hydroxylradikale) vermittelt (Nagai et al., 1997), die 
durch Übergangsmetallkatalyse (v.a. Eisen) entstehen. Als Zwischenprodukt wurde die 
Bildung des gemischten Anhydrides 16 vorgeschlagen (Baeyer-Villiger-Oxidation), das dann 
zu 8 und Erythronsäure 17 hydrolysiert wird (Cho et al., 2007). Das Spaltprodukt 17 wurde 
bereits bei der Entdeckung des CML 8 nachgewiesen (Ahmed et al., 1986). Eine analoge 
Spaltung kann zwischen C-3 und C-4 stattfinden (Ahmed et al., 1988). Unter stark basischen 
Bedingungen (0,1 N NaOH, 37 °C, 16 h) wurde eine sehr ausgeprägte Umsetzung (ca. 
27 mol-%) von 1 zu 8 beobachtet (Nagai et al., 1998). 
Karamellisierungsreaktionen 
Einige der Produkte, die beim Abbau der AP entstehen, bilden sich auch in Karamellisie-
rungsreaktionen, also Zuckerabbaureaktionen in Abwesenheit von Aminen. Ohne die kataly-
tisch wirkenden Amine werden für Enolisierungsreaktionen höhere Temperaturen (> 130 °C) 
und in Bezug auf Lebensmittel extreme pH-Werte (> 8 oder < 3) benötigt (Yaylayan und 
Huyghues-Despointes, 1994). Die wichtigste Enolisierungsreaktion von Zuckern ist die de-
Bruyn-van-Ekenstein-Umlagerung (Speck, 1958), über die C2-epimere Aldosen miteinander 
und mit der entsprechenden C2-Ketose im Gleichgewicht stehen, so z.B. Glucose mit Fructo-
se und Mannose oder Lactose mit Lactulose und Epilactose. 
Aus den enolisierten Mono- und Disacchariden kann Wasser eliminiert werden, wobei die in 
Abbildung 2-2 gezeigten Verbindungen 11 und 14 entstehen, die auch weiterreagieren 
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können. So bilden sich durch Dehydratisierung aus 11 das Hydroxymethylfurfural 18 (HMF) 
und aus 14 die Produkte Acetylformoin 19 und Maltol 20 (Hayami, 1961; Ledl und Schlei-
cher, 1990, Abbildung 2-3). Vor allem 18 ist ein wichtiger Indikator für Erhitzungsprozesse 
in Lebensmitteln. Bei den analogen Reaktionen der Disaccharide kann der reduzierende 
Zuckerrest zunächst im Molekül verbleiben, wobei z.B. aus Maltose D-erythro-4-(α-D-
glucosyl)-5,6-dihydroxy-2,3-hexodiulose 21 entsteht (Berg und van Boekel, 1994), aus der 
sich die flüchtigen Aromastoffe Maltol 20 und Isomaltol 22 bilden (Hodge und Nelson, 1961; 
Beck et al., 1989; Ledl und Schleicher, 1990). Folgeprodukte im Disaccharidabbau nach 2,3-
Enolisierung der entsprechenden Ketosen (z.B. Lactulose, Maltulose) sind die C5-Körper 3-
Desoxypentulose 23, 3-Desoxypentoson 24 und 3,4-Didesoxypentoson 25 (Troyano et al., 
1994; Hollnagel und Kroh, 2002; Mavric und Henle, 2006). Das Auftreten der Verbindungen 
23 und 25 ist spezifisch für den Disaccharidabbau; 24 bildet sich auch beim Abbau von 
Pentosen (Hollnagel und Kroh, 2002). 
Verbindungen vom Typ 14, 19 und 21 (Abbildung 2-3), in denen die α,β-Dicarbonylstruktur 
von einer Hydroxymethylgruppe flankiert wird, werden als Reduktone bezeichnet. Sie können 
sehr leicht oxidiert werden. 
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Abbildung 2-3: Zuckerabbauprodukte in Karamellisierungssystemen.  
In Retro-Aldol-Reaktionen können α,β-Dicarbonylverbindungen zu kurzkettigen Carbonyl-
verbindungen gespalten werden. Daneben treten auch Oxidationsreaktionen auf (Ledl und 
Schleicher, 1990; Thornalley et al., 1999). Die so entstehenden Verbindungen Glycol-
aldehyd 26, Glyoxal 27, Methylglyoxal 28 (MGO) und Glyceraldehyd 29 (vgl. Abbildung 
2-3) sind sehr reaktiv und stellen bedeutende Edukte für die späte Maillard-Reaktion dar.  
2 Hintergrund und Wissensstand 9 
2.1.1.4 Die finale Phase 
Die finale Phase der Maillard-Reaktion ist gekennzeichnet durch die Reaktion der hoch 
reaktiven freien oder proteingebundenen α,β-Dicarbonylverbindungen und anderer Zuckerab-
bauprodukte mit den N-Termini und Aminosäureseitenketten von Proteinen, insbesondere der 
Aminogruppe des Lysins und der Guanidinogruppe des Arginins.  
Reaktionen an der ε-Aminogruppe des Lysins 
Das MRP 8 entsteht nicht nur bei der Fragmentierung der AP (Abbildung 2-2), sondern auch 
bei der intramolekularen Cannizzaro-Reaktion von Glyoxal 27 mit Lysinresten (Glomb und 
Monnier, 1995, Abbildung 2-4). Hier zeigt sich eine Verbindung zu anderen Reaktionen, da 
27 auch aus der Karamellisierung bzw. der Lipidperoxidation stammen kann (Fu et al., 1996). 
Durch die analoge Reaktion mit Methylglyoxal 28 entsteht Carboxyethyllysin 30 (CEL), das 
im Zusammenhang mit Glykierungsreaktionen erstmals von Ahmed et al. (1997) beschrieben 
wurde. Die Beiträge der einzelnen Bildungswege zum Gesamt-CML-Gehalt in Lebensmitteln 
und physiologischen Medien sind in der Literatur umstritten: Während Glomb und Monnier 
(1995) unter physiologischen Bedingungen (37 °C, pH 7,4) die oxidative Spaltung des AP als 
quantitativ wichtigsten Weg zur Bildung von 8 ansehen, gehen Ferreira et al. (2003) davon 
aus, dass es sich vor allem durch Reaktion von 27 mit Lysinresten bildet und der Namiki-Weg 
sowie die oxidative Spaltung des AP eine eher untergeordnete Rolle spielen. 
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Abbildung 2-4: Modifizierung von Lysinresten in der Spätphase der Maillard-Reaktion.  
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Auch AGEs, in denen die ε-Aminogruppe des Lysins zum Amid derivatisiert ist, wurden in 
Modellmischungen nachgewiesen, darunter N-ε-Glycoloyllysin 31, das sich vom Glyoxal 27 
ableitet (Glomb und Pfahler, 2001) und Oxalylmono-(N-ε-lysyl)-amid 32 (OMA), das bei der 
Maillard-Reaktion der Ascorbinsäure gebildet wird (Pischetsrieder et al., 1997). 
Längerkettige α,β-Dicarbonylverbindungen wie die 3-Desoxyosone 11 und 24 dehydratisieren 
vor allem in Systemen mit niedriger Wasseraktivität zu den 3,4-Didesoxyoson-3-enen als 
ungesättigten Zwischenprodukten, die mit Lysinresten im Sinne der Paal-Knorr-Reaktion zu 
substituierten Pyrrolverbindungen reagieren (Kato, 1967). Bei der Reaktion von Lysin mit 3-
DG 11 entsteht 6-(2-Formyl-5-hydroxymethyl-1-pyrrolyl)-norleucin 33 (Pyrralin, Nakayama 
et al., 1980), bei der Reaktion von Lysin mit 3-DPs 24 6-(2-Formyl-1-pyrrolyl)-norleucin 34 
(Formylin, Hellwig und Henle, 2010, Abbildung 2-4).  
Weitere AGEs des Lysins sind z.B. 6-(3-Hydroxy-4-oxo-2-methyl-4(1H)-1-pyridinyl)-
norleucin 35 (Maltosin, Ledl et al., 1989) bzw. 6-(2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3-oxo-2H-
pyrrol-1-yl)-norleucin 36 (Pronyllysin, Lindenmeier und Hofmann, 2004), die aus der Reakti-
on des Maltols 20 bzw. des Acetylformoins 19 mit Lysinresten resultieren. Maltosin 35 wird 
vor allem bei der Maillard-Reaktion von Disacchariden wie Maltose und Lactose gebildet. 
Nach den gleichen Mechanismen werden freie Aminogruppen von Aminophospholipiden 
(z.B. Phosphatidylethanolamin und -serin) und anderen niedermolekularen Intermediaten 
(z.B. Nucleobasen) glykiert (Ravandi et al., 1995; Frischmann et al., 2005). Neben der ε-
Aminogruppe des Lysins stehen für eine Reaktion mit Dicarbonylverbindungen auch die α-
Aminogruppen freier Aminosäuren und die N-Termini von Peptiden und Proteinen zur 
Verfügung. Die so entstehenden Schiff’schen Basen der freien Aminosäuren decarboxylieren; 
nach Hydrolyse bilden sich die flüchtigen, aromaaktiven „Strecker-Aldehyde“ (Schönberg 
und Moubacher, 1952; Ledl und Schleicher, 1990). Schiff’sche Basen kurzkettiger α,β-
Dicarbonylverbindungen am N-Terminus von Peptiden und Proteinen können über das 
Peptidrückgrat unter Bildung von fluoreszierenden Pyrazinonen cyclisieren (Krause et al., 
2004).  
Reaktionen an der Guanidinogruppe des Arginins 
Reaktionsprodukte des Arginins treten erst in der späten Phase der Maillard-Reaktion auf; 
dabei handelt es sich in erster Linie um Hydroimidazolone und Pyrimidine, die aus der 
Reaktion des Arginins mit Dicarbonylverbindungen hervorgehen. Daneben sind vom Me-
thylglyoxal 28 einige weitere Minorprodukte bekannt (Alt und Schieberle, 2005; Saraiva et 
al., 2006).  
Die Verbindung 28 kann sich mit einer ihrer Oxogruppen an die Guanidinogruppe des 
Arginins addieren. Je nach Reaktion der zweiten Oxogruppe entweder mit dem zweiten N-ω 
oder dem N-δ entstehen letztlich drei verschiedene Hydroimidazolone 37-39 (Abbildung 2-5), 
unter denen das „methylglyoxal-derived hydroimidazolone 1“ 37 (MG-H1, „Ornithinoimida-
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zolinon“, Henle et al., 1994b) sowohl in Lebensmitteln als auch unter physiologischen 
Bedingungen quantitativ am bedeutendsten ist (Thornalley et al., 2003; Ahmed et al., 2005b). 
Daneben wurden Argpyrimidin 40 und Tetrahydropyrimidin 41 in Reaktionssystemen aus 
Arginin und 28 nachgewiesen (Shipanova et al., 1997; Oya et al., 1999; Saraiva et al., 2006).  
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Abbildung 2-5: Modifizierung von Argininresten in der Spätphase der Maillard-Reaktion. 
In der Literatur werden weitere Hydroimidazolone der α,β-Dicarbonylverbindungen vom 
Typ 37 beschrieben. N-δ-[5-(3-Hydroxypropyl)-4-oxo-imidazolin-2-yl)-ornithin 42 (PIO), das 
Hydroimidazolon der Dicarbonylverbindung 25, wurde als wesentliches Argininderivat in 
Lactose-Arginin-Modellansätzen identifiziert (Mavric et al., 2004). 3-DG-H1 43 („Imidazo-
lon A“, Niwa et al., 1997) wurde bereits in Humanplasmaproben nachgewiesen (Thornalley et 
al., 2003). Von den drei Hydroimidazolonen des Glyoxals wurde G-H1 44 in physiologischen 
Proben bestimmt (Thornalley et al., 2003) und proteingebundenes G-H3 45 („Glarg“) in 
Modellansätzen aus β-Casein und Glyoxal (Schwarzenbolz et al., 1997). Fluoreszierende 
Pyrimidinderivate wie 40 können sich auch durch direkte Reaktion von α,γ-
Dicarbonylverbindungen mit Argininresten bilden. Dies konnte King (1966) anhand der 
Bildung von N-δ-(2-pyrimidinyl)-ornithin 46 zeigen. 
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Bildung von Quervernetzungsprodukten (CLAS) 
Auch die Seitenketten bereits glykierter Aminosäuren können weiter von Nucleophilen 
angegriffen werden. Handelt es sich dabei um Lysin- oder Argininreste in Proteinen, so 
werden Seitenketten kovalent verknüpft, was auch als Quervernetzung bezeichnet wird. Da 
AP die bedeutendsten Maillard-Produkte sind, kommt auch den Reaktionen sich abbauender 
AP mit Lysin- und Argininresten große Bedeutung zu.  
Als erstes Quervernetzungsprodukt (Crosslink-Aminosäure, CLAS), das aus Glykierungsreak-
tionen resultiert, isolierten Sell und Monnier (1989) Pentosidin 47 aus humanem Hirnhautcol-
lagen und zeigten, dass sich das fluoreszierende Produkt bei der Inkubation von Lysin und 
Arginin mit Pentosen (z.B. Ribose, Arabinose) bildet. Die Bildung von 47 ist aber nicht auf 
die primäre Anwesenheit von Pentosen beschränkt, da z.B. Arabinose sich auch während 
autoxidativer Glykierungsreaktionen aus Glucose bilden kann (Wells-Knecht et al., 1995b) 
und daneben 3-DG 11 ca. 25% des Pentosidin-Bildungspotentials der Ribose besitzt 
(Schwarzenbolz, 2000). 
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Abbildung 2-6: Strukturen von Quervernetzungsprodukten des Lysins und Arginins aus der Maillard-
Reaktion. 
Aus Hexose-AP wird in einem ähnlichen Mechanismus Glucosepan 48 gebildet (Biemel et al., 
2002, Abbildung 2-6). In Modellansätzen von BSA mit Glucose wurde 48 als mit Abstand 
wichtigste CLAS identifiziert (Nemet et al., 2011). Wells-Knecht et al. (1995a) isolierten das 
Imidazoliumsalz GOLD 49a (glyoxal-derived lysine dimer) aus Modellansätzen aus Hippuryl-
lysin und Glyoxal 27. Die entsprechenden höheren Homologen MOLD 49b aus Methyl-
glyoxal 28 und DOLD 49c aus 3-DG 11 wurden von Brinkmann et al. (1995) und Skovsted et 
al. (1998) erstmals beschrieben. Die Imidazolin-Crosslinks GODIC 50a, MODIC 50b und 
DODIC 50c bilden sich bei der Reaktion von Lysinresten mit den Hydroimidazolonen 49a-c 
(Lederer und Klaiber, 1999; Biemel et al., 2001). Pyrralin 33 kann durch Reaktion mit 
Cysteinresten die CLAS 51 bilden (Klein et al., 1992; Nagaraj et al., 1996). Reaktionen von 
AGEs untereinander sind in Lebensmitteln und physiologischen Systemen aus Konzentrati-
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onsgründen weniger wichtig; beschrieben ist z.B. der rosafarbene Pyrralin-Ethercrosslink 52, 
der bisher jedoch nur in gelagerten Pyrralinpräparaten beobachtet wurde (Nagaraj et al., 
1996). 
Bildung von Melanoidinen 
Beim weiteren Fortschreiten der Maillard-Reaktion bilden sich die sichtbar braun gefärbten 
Melanoidine, von denen bereits Maillard (1912) vermutete, dass es sich um stickstoffhaltige 
heterocyclische Produkte handelt. Strukturell stellen die Melanoidine ein Kontinuum dar: Je 
nach Verhältnis der Edukte reicht dies von „Melanoproteinen“, d.h. Proteinen, an deren 
Seitenketten niedermolekulare Chromophore kovalent gebunden sind (Hofmann, 1998), bis zu 
polymerisierten Kohlenhydrat-Abbauprodukten, in die Stickstoff inkorporiert ist (Cämmerer 
und Kroh, 1995). Daneben können weitere Lebensmittelbestandteile (Fette, Chlorogensäuren, 
phenolische Verbindungen) in das Melanoidingerüst eingebaut sein (Fogliano und Morales, 
2011). Melanoidine weisen Molmassen zwischen einigen 1000 Da bis über 100 kDa auf 
(Hofmann, 1998).  
2.1.2 Weitere Reaktionen von Proteinen bei der Lebensmittelverarbeitung 
2.1.2.1 Hitzeinduzierte Reaktionen 
Bereits bei geringem Energieeintrag kann es in Lebensmittelproteinen zu Thiol-
Disulfidaustauschreaktionen, bzw. durch Oxidation zur Bildung neuer Disulfidbrücken 
kommen. Hierbei werden die Seitenketten von Cysteinresten kovalent verknüpft, woraus 
intra- oder intermolekulare Quervernetzung resultiert (Swaisgood, 2005). Diese Reaktionen 
haben einen wichtigen Einfluss auf die rheologischen Eigenschaften z.B. von Weizenteigen 
(Belitz et al., 2001). 
Werden Proteine „trocken“, d.h. in organischen Lösungsmitteln oder nach Gefriertrocknung 
bei Atmosphärendruck oder im Vakuum, erhitzt, so sinkt ihre Löslichkeit, und es werden NH3 
und H2S abgegeben (Mecham und Olcott, 1947). Die Entstehung von NH3 kann auf die 
Reaktion von Lysin mit Glutamin bzw. Asparagin zurückgeführt werden, wobei sich die 
Isopeptide N-ε-(γ-Glutamyl)-lysin 53 (Lys(γ-Glu)) und N-ε-(β-Aspartyl)-lysin 54 (Lys(β-
Asp)) bilden (Abbildung 2-7, Bjarnason und Carpenter, 1970). Hierbei werden die Proteine 
ebenfalls intra- oder intermolekular über ihre Aminosäureseitenketten quervernetzt. Schwe-
felwasserstoff wird durch β-Eliminierung aus Cystein abgegeben, wobei Dehydroalanin 55 
(DHA) entsteht (vgl. Kap. 2.1.2.2).  
Daneben wurde auch die Bildung definierter Strukturen im Proteinrückgrat beobachtet 
(„Backbone-Modifizierung“). Bei trockener Erhitzung von β-Lactoglobulin können Cystein-
reste über benachbarte Peptidbindungen unter Bildung von Thiazolinen 56 (Abbildung 2-7) 
cyclisieren (Paulus et al., 1997). 
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Abbildung 2-7: Reaktionsprodukte hitzeinduzierter Reaktionen an Proteinen. 
2.1.2.2 Alkali-induzierte Quervernetzung 
Die β-Eliminierung — und damit die Bildung von Dehydroaminosäuren — läuft im Basi-
schen bevorzugt ab, da das α-H-Atom einer L-Aminosäure 57 von Hydroxidionen leicht 
abstrahiert werden kann (Abbildung 2-8). In einem zweistufigen Reaktionsmechanismus wird 
zunächst das Carbanion 58 gebildet. Wird 58 reprotoniert, kann sich neben der L-
Aminosäure 57 auch die D-Aminosäure 59 bilden (Racemisierung). Von der Racemisierung 
sind daneben auch Aminosäuren betroffen, die keine eliminierbare Gruppe in β-Stellung 
haben. Die Racemisierungsrate einer Aminosäure ist um so höher, je ausgeprägter die 
Elektronendonoreigenschaft der Aminosäureseitenkette ist (Masters und Friedman, 1979; 
Friedman und Liardon, 1985). Die Bereitschaft zur β-Eliminierung der Gruppe Y aus 58 
wächst in der Reihenfolge OH < SH < SSR < OPO3
2− < Glycosyl. Die Eliminierung z.B. von 
Phosphat aus Phosphoserin kann durch Zugabe mehrwertiger Kationen noch verstärkt werden, 
da diese die Ladung am Phosphatrest maskieren (Struthers, 1981; Whitaker und Feeney, 
1983). Aus Threonin und O-substituierten Threoninderivaten verläuft die Reaktion nach 
einem analogen Mechanismus unter Bildung von Dehydroaminobuttersäure. 
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Abbildung 2-8: Bildung von Dehydroalanin 55 durch β-Eliminierung. 
Proteingebundenes 55 verfügt über eine gewisse Stabilität. So konnten Kleyn und Kloster-
meyer (1980) 55 in Größenordnungen bis zu 73 mg/kg in erhitztem β-Casein (pH 10, 140 °C, 
80 min) nachweisen. Bei der Bildung von 55 aus Cystin ist die Abgangsgruppe Y ein Persul-
fidanion, bei dessen Disproportionierung elementarer Schwefel entsteht (Whitaker und 
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Feeney, 1983). Dehydroaminosäuren können im weiteren mit Nucleophilen reagieren, wofür 
in Proteinen die ε-Aminogruppe des Lysins, die Thiolgruppe des Cysteins und die imidazoli-
schen N-Atome des Histidins infrage kommen. Die Addition verläuft als 1,4-Addition nach 
dem in Abbildung 2-9 für 55 gezeigten Mechanismus. Das α-C-Atom im Reaktionsprodukt 60 
liegt nach der Reaktion immer racemisiert vor.  
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Abbildung 2-9: 1,4-Addition von Nucleophilen an Dehydroalanin 55.  
Bedingt durch die Protonierungszustände der Gruppen X ergeben sich unterschiedliche pH-
Optima für die Additionsreaktion. So reagiert Histidin schon bei niedrigeren pH-Werten als 
Lysin, da der pKs-Wert der Imidazol-Seitenkette (5,6–7,0) geringer ist als der der ε-
Aminogruppe des Lysins (9,4–10,6, Whitaker und Feeney, 1983). Das Ausmaß der Bildung 
von Crosslinks bei der Alkalibehandlung ist in verschiedenen Proteinen verschieden, da 
einerseits die Precursoren in unterschiedlichem Ausmaß vorkommen und diese bedingt durch 
die Tertiärstruktur nicht immer in einer für die Reaktion notwendigen Nähe stehen (Whitaker 
und Feeney, 1983). Die wichtigsten CLAS in Lebensmitteln sind Lysinoalanin 61 (LAL, 
Bohak, 1964) und die Isomere des Histidinoalanins 62 (Fujimoto et al., 1982), unter denen 
aus sterischen Gründen τ-62 dominiert (Henle et al., 1993, Abbildung 2-10). Lanthionin 63 
(LAN, Horn et al., 1941) ist eponymer Bestandteil der „Lantibiotika“, einer natürlich vor-
kommenden Klasse antimikrobieller Substanzen, von denen z.B. Nisin ein in Lebensmitteln 
zugelassener Konservierungsstoff ist (McAuliffe et al., 2001). 
Neben Aminosäureseitenketten gibt es in Lebensmittelsystemen noch zahlreiche andere 
Nucleophile, z.B. biogene Amine, Sulfit, Sulfid oder Ammoniak, die mit 55 reagieren können, 
ohne dass sich quervernetztende Aminosäuren bilden, z.B. Phenylethylaminoalanin 64 durch 
Reaktion mit Phenylethylamin (Jones et al., 1981) und β-Alanin 65 durch Reaktion mit 
Ammoniak. β-Alanin 65 kann mit DHA 55 die CLAS β-Aminoalanin 66 bilden (Friedman, 
1999, Abbildung 2-10).  
Weitere Reaktionen an Proteinen im Alkalischen sind die Hydrolyse von Amidgruppen an 
Glutamin- und Asparaginresten, die Hydrolyse von Peptidbindungen und der Abbau von 
Arginin zu Ornithin (Whitaker und Feeney, 1983). Ornithinreste können dann mit DHA 55 
reagieren; es bildet sich Ornithinoalanin 67 (OAL, Ziegler et al., 1967, Abbildung 2-10). 
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Abbildung 2-10: Reaktionsprodukte des Dehydroalanins 55. 
2.1.2.3 Enzymatische Quervernetzung 
Die enzymatische Quervernetzung von Proteinen wird in der Lebensmittelindustrie ausge-
nutzt, um die Textur von Lebensmitteln (z.B. Wasserbindevermögen, Schaumbildung und 
-stabilität, Viskosität, Gelstabilität) zu verbessern, vor allem in Fleisch, Fisch und Milchpro-
dukten. In der Lebensmittelindustrie wird vor allem mikrobielle Transglutaminase (mTg) 
verwendet (Jaros et al., 2006). Das Enzym katalysiert Acyltransferreaktionen, bei denen der 
γ-Carboxamidrest des Glutamins unter Abspaltung von Ammoniak auf primäre Aminogrup-
pen übertragen wird. Im Speziellen werden dabei proteingebundene Lysinreste acyliert, so 
dass sich intramolekular das Isopeptid 53 (Abbildung 2-7) bildet. In einer Nebenreaktion 
werden Glutaminreste zur Glutaminsäure desaminiert. Asparaginreste werden nicht umge-
setzt. 
2.1.2.4 Oxidationsreaktionen 
Durch Sauerstoff und reaktive Sauerstoffspezies (Hydroxylradikal, Superoxidradikal, Was-
serstoffperoxid, Stickoxid) werden vorrangig Lipide modifiziert (Lipidperoxidation); es sind 
aber auch Oxidationsreaktionen am Proteinrückgrat und an den meisten Aminosäureseitenket-
ten beschrieben. Anfällig sind vor allem Cystein-, Methionin- und Tryptophanreste (Berlett 
und Stadtman, 1997). Bedeutende Produkte sind Cystin, Cysteinsäure und Methioninsulfoxid. 
Im Tryptophan kann sich der Pyrrolring öffnen, wobei sich Kynurenin und Formylkynurenin 
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bilden, daneben hydroxylierte Derivate (Simat und Steinhart, 1998). Letztlich führen Oxidati-
onsreaktionen auch unter Beteiligung von Lipiden in Summe zur Ausbildung neuer Carbo-
nylgruppen an Proteinen („Carbonylierung“, Levine, 2002), d.h. zur Ausbildung von Struktu-
ren, die ihrerseits wieder Amin-Carbonylreaktionen ähnlich wie bei der Glykierung eingehen 
können.  
2.1.3 Maillard-Reaktionsprodukte in Lebensmitteln 
Maillard-Reaktionsprodukte finden sich naturgemäß in proteinhaltigen Lebensmitteln, die 
gleichzeitig reduzierende Zucker enthalten und eine Erhitzung oder lange Lagerung durchlau-
fen, z.B. Milch und Milchprodukte, Schokolade, Back- und Teigwaren, Kaffee und Bier.  
2.1.3.1 Amadori-Produkte in Lebensmitteln 
Je nach Art und Reaktivität einzelner Zucker im Lebensmittel sind unterschiedliche AP zu 
erwarten, in Teig- und Backwaren z.B. Fructoselysin 1, Maltuloselysin und darüber hinaus 
Reaktionsprodukte des Lysins mit Oligosacchariden. In Milchprodukten liegt nur wenig 
Fructoselysin 1 vor (Hegele et al., 2008), diese sind reich an Lactuloselysin.  
Da AP in Lebensmitteln zum weitaus größten Teil in Proteinen gebunden sind (Hegele et al., 
2008), müssen sie vor einer Analyse aus dem Proteinverband freigesetzt werden. Die lebens-
mittelrelevanten AP sind zwar unter den Bedingungen der sauren Hydrolyse (6 N HCl, 
110 °C, 23 h) nicht stabil, setzen sich jedoch während der Hydrolyse in reproduzierbaren 
Ausbeuten in das stabile UV-aktive Furosin um, das mittels Hochleistungsflüssigkeitschroma-
tographie (HPLC) mit UV-Detektion gemessen werden kann (Krause et al., 2003; Förster, 
2006). Da verschiedene Arbeitsgruppen verschiedene Hydrolysebedingungen wählen und 
somit verschiedene Überführungsfaktoren zur Berechnung des AP aus Furosin verwendet 
werden müssen, sind die Werte in Tabelle 2-1 als Fructoselysin angegeben, das aus dem 
Furosin leicht berechnet werden kann (Krause et al., 2003). Die Angabe in g/kg Protein ist 
dabei ein Maß für die Lysinblockierung im Protein, während mit der Angabe in g/kg Lebens-
mittel eher eine Abschätzung der täglichen Zufuhr möglich ist.  
Basierend auf einem täglichen Verzehr von 1 L Milch, 500 g Backwaren und 400 mL Kaffee 
errechnete Henle (2003) eine mittlere tägliche Aufnahme von AP von ca. 1000 mg (berechnet 
als Fructoselysin 1). In einer Reihe von spanischen Mahlzeiten wiesen Fleisch- und Fischge-
richte nur geringe Gehalte an AP auf (< 10 mg/Portion), frittierte Kartoffelgerichte bzw. 
Krapfen mit 40 bzw. 60 mg/Portion die höchsten (Delgado-Andrade et al., 2010a,b). Tessier 
und Niquet (2007) schätzen eine tägliche Aufnahme von nur etwa 60 mg Fructoselysin 1 ab.  
Abhängig von den Herstellungs- und Verarbeitungsbedingungen können in Milchprodukten 
(Kondensmilch, Milchpulver) und Backwaren bis zu 10–20%, in Einzelfällen bis zu 70% der 
Lysinreste als AP modifiziert sein (Finot et al., 1981; Henle et al., 1991a).  
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Tabelle 2-1: Gehalte von Amadori-Produkten (berechnet als Fructoselysin) in Lebensmitteln.  
Lebensmittel AP als Fructoselysin 1[1] AP als Fructoselysin 1[1] 
 g/kg Protein g/kg Lebensmittel 
pasteurisierte Milch 0,1–0,15[2] 0,003–0,005[2] 
UHT-Milch 0,6–3,6[2,3] 0,02–0,12[2,3] 
Kondensmilch 6,8–17,6[2] 0,4–1,1[2] 
Milchpulver 3,6–24,0[2] 1,3–8,4[2] 
Teigwaren 0,9–18,7[3] 0,38 ± 0,04[3] 
Säuglingsnahrung (Pulver) 2,0–14,6[2,6] 0,3–5,2[2,6] 
Backwaren (Kekse, Zwieback) 0,4–24,3[2,3] 0,03–2,2[2,3] 
Brot 5,7–7,1[3] 0,4–0,5[3] 
Schokolade 34,1 ± 12,0[3] 3,1 ± 1,1[3] 
gekochte Kartoffeln 1,8–2,4[4] 0,03–0,04[4] 
gebratene Kartoffeln 2,2–3,1[4] 0,11–0,16[4] 
Konfitüre 0,3–13,9[5] 0,001–0,035[5] 
[1] Werte sind z.T. umgerechnet unter Verwendung der Proteingehalte nach Senser et al. (2004) und der 
Überführungsfaktoren nach Krause et al. (2003). Angaben als Spannweiten bzw. Mittelwert ± Standardabwei-
chung. [2] Henle et al., 1995. [3] Erbersdobler und Faist, 2001. [4] Delgado-Andrade et al., 2010b. [5] Rada-
Mendoza et al., 2002. [6] Fenaille et al., 2006. 
2.1.3.2 AGEs in Lebensmitteln 
AGEs werden nach Freisetzung aus dem Proteinverband durch enzymatische oder saure 
Hydrolyse meist mit chromatographischen Methoden (HPLC, GC) analysiert, wobei man sich 
zur Detektion die intrinsische Fluoreszenz (z.B. Pentosidin 47) oder UV-Absorption (z.B. 
Pyrralin 33, Maltosin 35) zunutze machen kann (Henle et al., 1997; Ahmed und Thornalley, 
2002; Förster, 2006). Nicht UV-aktive AGEs können vor der chromatographischen Trennung 
zu UV-aktiven Produkten derivatisiert werden (Ahmed und Thornalley, 2002). Bei der 
Aminosäureanalyse werden AGEs nach Trennung auf einem Kationenaustauscher mit 
Ninhydrin derivatisiert und detektiert (Henle et al., 1994b). In jüngerer Zeit werden verstärkt 
LC-MS/MS-Methoden zur Analytik eingesetzt (Ahmed et al., 2005b; Hegele et al., 2008; 
Assar et al., 2009). 
Im Vergleich zu den Gehalten an AP sind die AGE-Gehalte in Lebensmitteln bedeutend 
geringer. Vor allem CML 8 und Pyrralin 33 sind in der Literatur gut untersucht. Die Analytik 
von CML 8 wird dadurch erschwert, dass es sich bei der sauren Hydrolyse aus Fructoselysin 1 
in Mengen nachbildet, die in der Größenordnung der „wahren“ CML-Gehalte liegen. Daher 
wird entweder enzymatisch hydrolysiert oder eine Hydrierung vorangestellt, bei der AP zu 
den entsprechenden Polyolaminen reduziert werden, die während der sauren Hydrolyse kein 
CML 8 bilden. Die Arbeitsgruppe um Vlassara nutzt zur Analytik von CML 8 die ELISA-
Technik mit einem monoklonalen CML-Antikörper und erhält damit Werte, die z.T. in 
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diametralem Gegensatz zu Ergebnissen aus chromatographischen Analysen stehen (Goldberg 
et al., 2004; Uribarri et al., 2010). Da diese Werte verschiedentlich kritisiert wurden 
(Teerlink et al., 2004; Tessier und Niquet, 2007; Buetler et al., 2008; Assar et al., 2009), sind 
in Tabelle 2-2 nur CML-Gehalte aufgeführt, die mit chromatographischen Methoden ermittelt 
wurden. 
Tabelle 2-2: Gehalte ausgewählter AGEs in Lebensmitteln. 
Lebensmittel CML 8[1] Pyrralin 33[1] Pentosidin 47[1] 
 mg/kg Lebensmittel mg/kg Lebensmittel mg/kg Lebensmittel 
pasteurisierte Milch 0,22–0,53[2,3,6] n.n. [4] n.n. [7] 
UHT-Milch 0,96–1,53[3] n.n. [4] n.n.–0,002[7] 
Butter 0,37[2] – – 
Kondensmilch 46,2[2] 7,2–8,5[4] 0,02–0,04[7] 
Brotkruste 37,1–46,1[2] 230–260[4] 0,03–0,18[7] 
Brotkrume 2,58–4,45[2] 1,8–2,5[4] n.n. [7] 
Backwaren (Zwieback, Brezel)  – 130[4] n.n.–1,6[7] 
Teigwaren – n.n.–9,0[4,5] – 
Säuglingsnahrung (Pulver) 4,1–16,4[3] 20[4] – 
Hackfleisch, gekocht 5,02[2] – – 
Hackfleisch, gebraten 11,2[2] – – 
gerösteter Kaffee – – 1,0–4,0[7] 
[1] Werte sind z.T. umgerechnet unter Verwendung der Proteingehalte nach Senser et al. (2004). [2] Assar et al., 
2009. [3] Fenaille et al., 2006. [4] Henle et al., 1994a. [5] Resmini und Pellegrino, 1994. [6] Ahmed et al., 
2005b. [7] Henle et al., 1997. Angaben als Spannweiten bzw. Einzelwerte. n.n., nicht nachgewiesen. –, keine 
Angaben. 
Für andere MRP finden sich in der Literatur nur sporadisch Werte. Ahmed et al. (2005b) 
bestimmten CML 8, CEL 30 und MG-H1 37 als die quantitativ dominierenden AGEs in 
Milchprodukten. Die Gehalte an CEL 30 bzw. MG-H1 37 in pasteurisierter Kuhmilch lagen 
bei 0,4 bzw. 0,5 mg/L und damit etwas höher als der CML-Gehalt (0,2 mg/L). Henle et al. 
(1994b) bestimmten MG-H1 37 in alkalibehandelten Backwaren (z.B. Laugenbrezel) in 
Gehalten zwischen 60 und 90 mg/kg Lebensmittel. Maltosin 35 wurde von Henle et al. 
(1994a) erstmals in erhitztem Milchpulver nachgewiesen. Förster (2006) bestimmte in 
erhitzter Kondensmilch (4 h, 100 °C) 169 mg Maltosin 35/kg Protein, in erhitzem 
Molkenpulver (6 h, 100 °C) 940 mg/kg Protein. Argpyrimidin 40 wurde bisher nur in Bier in 
Konzentrationen bis zu 6,9 µg/L bestimmt (Glomb et al., 2001). Auch die Konzentrationen 
von Pentosidin 47 sind sehr gering (Henle et al., 1997, Tabelle 2-2). 
Welche Mengen an AGEs täglich aufgenommen werden, hängt sehr stark von individuellen 
Zubereitungs- und Verzehrsgewohnheiten ab. Die tägliche Zufuhr alimentärer AGEs wurde 
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von Henle (2003) mit den oben erwähnten Verzehrsdaten auf 100 bis 300 µmol geschätzt, 
was unter Zugrundelegung der Molmassen von CML 8 und Pyrralin 33 ca. 20 bis 75 mg 
entspricht. Aus der Aufnahme standardisierter Mahlzeiten schätzten Tessier und Niquet 
(2007) eine tägliche CML-Zufuhr von 6 mg ab.  
Die durch CML 8 verursachte Lysinblockierung liegt in UHT-Milch und Brotkrume bei ca. 
0,1%, in Kondensmilch und Brotkruste bei max. 1% (Assar et al., 2009). Durch Pyrralin 33 
sind in Lebensmitteln mit geringem Wassergehalt (Zwieback, Brotkruste) bis zu 13% der 
Lysinreste blockiert, in Brotkrume, Teigwaren und Kondensmilch dagegen maximal 0,5% 
(Henle et al., 1994a). Auch die Argininblockierung, z.B. durch MG-H1 37, kann in Back-
waren bei 20–30% liegen (Henle et al., 1994b). 
Besonders reich an Melanoidinen sind stark geröstete Lebensmittel, z.B. Kaffee und Brotkrus-
te. Die tägliche Zufuhr an Melanoidinen durch die Nahrung wurde auf etwa 10 g geschätzt 
(Fogliano und Morales, 2011). 
2.1.4 CLAS in Lebensmitteln 
Die CLAS LAL 61 und HAL 62 sind unter den Bedingungen der sauren Hydrolyse stabil und 
können mittels Aminosäureanalyse, GC-MS oder HPLC-MS/MS bestimmt werden 
(Hasegawa et al., 1987; Henle et al., 1993; Fenaille et al., 2006). Isopeptide sind dagegen 
nicht stabil und müssen durch enzymatische Hydrolyse freigesetzt werden. Die Bestimmung 
kann durch Aminosäureanalyse (Mautner et al., 1999; Lauber et al., 2000) oder nach Deriva-
tisierung per HPLC erfolgen (Seguro et al., 1996a).  
Tabelle 2-3: Gehalte ausgewählter Quervernetzungsprodukte in Lebensmitteln. 
Lebensmittel LAL 61[1] π-HAL π-62 [1] Lys(γ-Glu) 53[1] 
 mg/kg Lebensmittel mg/kg Lebensmittel mg/kg Lebensmittel 
Rohmilch n.n.–0,8[2,6] n.n. [2] n.n. [5] 
erhitzte Milch (100 °C, 30 min) 21,4–22,4[2] 15,3–16,3[2] – 
UHT-Milch 1,6–6[6] – n.n. [5] 
Natriumcaseinat 45–2000[2] 45–500[2] – 
Kondensmilch 27–43[2] 62–117[2] – 
Säuglingsnahrung (Pulver) n.n.–23[2,3] n.n. [2] – 
Backwaren 4–60[4] – – 
Fleisch- und Wurstwaren 5–22[4] – 0,3–5[5] 
gekochtes Ei (10 min) 36[4] – – 
[1] Werte sind z.T. umgerechnet unter Verwendung der Proteingehalte nach Senser et al. (2004). [2] Henle et al., 
1993. [3] Fenaille et al., 2006. [4] Hasegawa et al., 1987. [5] Seguro et al., 1996a. [6] Faist et al., 2000. 
Angaben als Spannweiten bzw. Einzelwerte. n.n., nicht nachgewiesen. –, keine Angaben. 
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Die Gehalte von LAL 61 und HAL 62 liegen in den meisten untersuchten Lebensmitteln in 
der gleichen Größenordnung wie die CML-Gehalte (Tabelle 2-3). Besonders viel findet sich 
in Lebensmitteln, die einer Alkalibehandlung unterworfen werden, z.B. in Caseinaten. Hier 
können bis zu 2% der Lysinreste zu LAL 61 modifiziert sein. 
Die Proteine in UHT-Milch sind zu ca. 10% quervernetzt. Mindestens 50% dieser 
Proteinquervernetzung können mit intermolekular gebildetem LAL 61 und HAL 62 erklärt 
werden (Siegl, 2003). Das Isopeptid 53 wurde von Schmitz et al. (1976) nur nach besonders 
intensiver trockener Erhitzung (> 100 °C, > 24 h) in Milcheiweiß nachgewiesen, Lys(β-
Asp) 54 überhaupt nicht. Beide Produkte waren selbst im walzengetrocknetem Milchpulver 
des Handels nicht nachweisbar. In erhitztem Muskeleiweiß (2 h, 121 °C) dagegen wurden 
Lys(γ-Glu) 53 bzw. Lys(β-Asp) 54 in Mengen von 140 bzw. 160 mg/kg bestimmt (Hurrell 
und Carpenter, 1976). In Joghurtproben, in denen das Protein durch mTg-Behandlung 
enzymatisch quervernetzt wurde, wurden Gehalte von bis zu 55 mg/kg Lys(γ-Glu) 53 gemes-
sen (Lauber et al., 2000). 
2.2 Chemische Modifizierung von Proteinen in vivo 
2.2.1 Glykierung von Proteinen in vivo 
2.2.1.1 Besonderheiten der Glykierung in vivo 
Auch unter physiologischen Bedingungen sind mit der gleichzeitigen Anwesenheit von 
reduzierenden Zuckern und Proteinen die Voraussetzungen für die Maillard-Reaktion gege-
ben. Neben Glucose als wichtigstem physiologischem Zucker stehen in vivo noch weitere, 
deutlich reaktivere Stoffwechselintermediate zur Verfügung, die, anders als in Lebensmitteln, 
intrazellulär ständig nachgebildet werden (z.B. Dihydroxyacetonphosphat, Glyceraldehyd-3-
phosphat (Hamada et al., 1996). Zudem ist aus diesen Intermediaten die Bildung kurzkettiger 
Carbonylverbindungen wie MGO 28 leichter möglich (Phillips und Thornalley, 1993). Die 
relativ niedrige physiologische Temperatur von 37 °C begünstigt die Bildung kinetisch 
stabiler Produkte (z.B. AP, Hydroimidazolone) und verzögert ihren Abbau. Da manche 
Körperproteine eine relativ lange „Inkubationszeit“ aufweisen (z.T. lebenslang), lassen sich 
aber auch spätere MRP in Blut, Serum, Urin und Gewebeproben nachweisen (Verzijl et al., 
2000; Thornalley et al., 2003).  
Systematische Untersuchungen zur Maillard-Reaktion in vivo begannen nach der Identifizie-
rung der Hämoglobinvariante HbA1c, die am N-terminalen Valinrest der β-Kette fructosyliert 
ist. Beim Gesunden können 4–6% des Hämoglobins in dieser Weise modifiziert sein (Rahbar 
et al., 1969). Die Bestimmung von AGEs wurde anfangs vor allem als „Summenmethode“ 
durch Messung der Fluoreszenz von Serum- oder Gewebeproben durchgeführt, wobei 
gelegentlich die entsprechenden Fluorophore isoliert wurden (Sell und Monnier, 1989; 
Nagaraj et al., 1991). Aber auch einzelne definierte Strukturen der fortgeschrittenen Glykie-
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rung wurden in humanen Gewebeproben nachgewiesen, so z.B. CML 8 (Ahmed et al., 1986), 
CEL 30 (Ahmed et al., 1997), Pyrralin 33 (Portero-Otín et al., 1995) und Pentosidin 47 (Sell 
und Monnier, 1989). Der Nachweis erfolgte vor allem in langlebigen Proteinen wie Collagen 
oder Linsenprotein. CML 8 war bereits von Wadman et al. (1975) im Urin von Kindern 
nachgewiesen worden. Im Serumalbumin gesunder Probanden liegen bis zu 0,2% der Lysin- 
bzw. Argininreste modifiziert vor (Thornalley et al., 2003). Dies bedeutet, dass nur ca. 2% der 
Proteinmoleküle eine Modifizierung tragen, was vergleichbar ist mit Lebensmitteln wie 
pasteurisierter Milch (Tabelle 2-1). Die wesentlichen MRP in vivo sind Fructoselysin 1 und 
MG-H1 37, daneben CML 8, CEL 30 und 3-DG-H 43 (Thornalley et al., 2003); unter den 
CLAS dominiert Glucosepan 48 (Biemel et al., 2002). Die Gehalte vor allem später MRP in 
Collagen bzw. Linsenprotein nehmen mit dem Alter der Probanden zu (Dunn et al., 1989; 
Dunn et al., 1991; Dyer et al., 1991; Verzijl et al., 2000).  
Zum AP modifizierte Lysinreste an Proteinen können in vivo nach Phosphorylierung durch 
Ketosaminkinasen deglykiert werden (van Schaftingen et al., 2011). Bisher wurden keine 
Enzyme identifiziert, die in der Lage sind, AGEs aus Proteinen zu entfernen, so dass es sich 
hierbei wahrscheinlich um irreversible Modifizierung handelt (Tessier, 2010). Im Gegensatz 
zur DNA werden Proteine im menschlichen Körper kaum repariert, sondern in einem be-
stimmten Turnus erneuert (Levine, 2002; van Schaftingen et al., 2011). Intrazelluläre Proteine 
werden zum einen nach Ubiquitinylierung vom Proteasom, einem Komplex aus Threoninpep-
tidasen, zu den Aminosäuren abgebaut (Lecker et al., 2006), zum anderen im Lysosom 
hydrolysiert. Bulteau et al. (2001) stellten fest, dass glykierte Proteine schlechter vom 
Proteasom abgebaut werden können und führten dies unter anderem auf die Stabilisierung der 
Konformation zurück, die durch Quervernetzung ausgelöst werden kann. Miyata et al. (1997) 
zeigten, dass der lysosomale Abbau von Albumin verzögert sein kann, wenn es Pyrralin 33 
gebunden trägt. In diesem Zusammenhang wären allerdings Studien von Interesse, bei denen 
minimal modifizierte Proteine (z.B. 1 MRP pro Molekül, Buetler et al., 2008) untersucht 
werden, da in den kurzlebigen intrazellulären Proteinen AGEs und Quervernetzungen nur eine 
marginale Rolle spielen sollten.  
Auch die DNA kann durch Glykierung modifiziert und funktionell beeinträchtigt werden 
(Bucala et al., 1984). Es wurden vor allem Reaktionsprodukte der Nucleobasen mit Gly-
oxal 27 und Methylglyoxal 28 beschrieben (Shapiro et al., 1969; Thornalley et al., 2010). 
2.2.1.2 Pathophysiologische Bedeutung glykierter Körperproteine 
Bie Diabetes mellitus ist aufgrund des gestörten Zuckermetabolismus die mittlere Blut-
glucosekonzentration erhöht, daneben steigen auch die Konzentrationen reaktiver Zuckerab-
bauprodukte (z.B. α,β-Dicarbonylverbindungen). Körperproteine von Diabetikern sind etwa 
zwei- bis dreimal so stark glykiert wie Körperproteine gesunder Probanden (Ahmed et al., 
2005a). Wesentlich deutlicher steigen beim Diabetiker im Vergleich zum Gesunden jedoch 
die Konzentrationen freier MRP in Plasma und Urin (Ahmed et al., 2005a). Die in-vivo-
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Glykierung lässt sich diagnostisch ausnutzen: So wird der HbA1c-Anteil am Gesamthämoglo-
bin, der bei Diabetikern 7,5–10,6% betragen kann (Rahbar et al., 1969), als integrales Maß 
für die Stoffwechseleinstellung genutzt, da er die mittlere Glucosekonzentration der vergan-
genen 6 bis 8 Wochen widerspiegelt. Auch andere AGEs (z.B. Pyrralin 33, Pentosidin 47) 
werden als Biomarker bei Diabetes vorgeschlagen (Matheson et al., 2010). Bei Urämie 
kommt es, bedingt durch die Verschlechterung der glomerulären Filtrationsrate, zur Akkumu-
lation harnpflichtiger Substanzen im Plasma. Einzelne MRP, die sich im urämischen Plasma 
anreichern, z.B. Fructoselysin 1, CML 8 und Pentosidin 47 (Miyata et al., 1996; Henle und 
Miyata, 2003), daneben auch α,β-Dicarbonylverbindungen, werden vor dem Hintergrund 
nachteiliger physiologischer Wirkungen als „urämische Toxine“ bezeichnet (Vanholder et al., 
2003).  
Die Glykierung von Proteinen und Enzymen hat Einfluss auf ihre funktionellen Eigenschaften 
(Morgan et al., 2002; Ahmed und Thornalley, 2005). Es wurde gezeigt, dass die Glykierung 
eine der Ursachen der Versteifung und Versprödung und somit verringerten Elastizität des 
Collagens in Knorpeln und Blutgefäßen ist (Bank et al., 1998; Sherratt, 2009), dass sie zur 
Trübung der Augenlinse bei Katarakt führen (Stevens et al., 1978) und die Zell-Zell-
Interaktion beeinträchtigen kann (Dobler et al., 2006). In diesem Zusammenhang ist neben 
der (quantitativ relevanten) Bildung von AP vor allem die Modifizierung von Argininresten 
bedeutsam, weil Argininreste in Epitopen angereichert sind, die die Funktion von Proteinen 
bestimmen (Gallet et al., 2000; Ahmed und Thornalley, 2007). Solche funktionellen Ände-
rungen an vor allem langlebigen Proteinen, aber auch der DNA, die im Laufe des Lebens 
akkumulieren, können eine molekulare Grundlage für die Ausprägung der typischen Merkma-
le des Alterns bilden (Monnier et al., 1990; Baynes, 2000; Hipkiss, 2006; Semba et al., 2010).  
Des Weiteren wurde vermutet, dass in vivo gebildete MRP Stickoxid-Synthasen (NOS) 
hemmen und so in die Pathogenese der Atherosklerose eingreifen können (Verbeke et al., 
2000). Studien mit einzelnen definierten MRP (z.B. Fructoselysin 1, CML 8, MG-H1 37, 
Argpyrimidin 40) zeigten jedoch bei ihren physiologischen Konzentrationen keine inhibieren-
den Effekte auf die Enzymaktivität und auf die Stabilität des Stickoxids (Brouwers et al., 
2008; Lauer et al., 2008; Lai et al., 2010).  
Als ein anderer Grund, warum glykierte Körperproteine pathophysiologisch bedeutsam sind, 
wurden spezifische Wechselwirkungen mit Rezeptoren postuliert, da gezeigt wurde, dass 
Makrophagen glykierte Proteine über einen spezifischen Rezeptor aufnehmen und dann 
abbauen können (Vlassara et al., 1985). In der Folge wurde als erstes definiertes Rezeptorpro-
tein der „receptor for advanced glycation end products“ (RAGE) isoliert (Schmidt et al., 
1992). Durch Bindung eines Agonisten an diesen membranständigen Rezeptor wird der pro-
inflammatorische Transkriptionsfaktor NF-κB aktiviert, was letztlich zur Ausschüttung von 
Entzündungsmediatoren führt (Bierhaus et al., 2005). Eine direkte Korrelation zwischen der 
Expression von RAGE und der diabetischen Nephropathie konnten Yamamoto et al. (2001) in 
Versuchen an transgenen Ratten zeigen. Die Aktivierung des Rezeptors soll vor allem durch 
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CML-Epitope ausgelöst werden (Kislinger et al., 1999). Durch Studien an RAGE im Zusam-
menhang mit Diabetes bildete sich die Sichtweise heraus, dass die Glykierung von Körperpro-
teinen und die Pathogenese des Diabetes nicht unabhängig nebeneinander ablaufen, sondern 
dass die Glykierung auch ursächlich in den Krankheitsverlauf eingreifen kann (Beisswenger et 
al., 2001; Brownlee, 2005; Ahmed und Thornalley, 2007). Dies wird auch für histopathologi-
sche Veränderungen im Nierengewebe und bei kardiovaskulären Erkrankungen diskutiert 
(Yamagishi et al., 2001; Busch et al., 2010). Schwedler et al. (2002) zeigten dagegen, dass 
zwischen der Glykierung von Serumproteinen und der Mortalität von Hämodialysepatienten 
kein Zusammenhang besteht. Ebenso sind Pentosidin 47 bzw. CML 8 keine Prädiktoren für 
kardiovaskuläre Ereignisse (z.B. Herzinfarkt, Schlaganfall) bei Diabetikern mit Nephropathie 
bzw. Hypertonie (Busch et al., 2006, 2007). Nachteilige oder toxische Effekte alimentärer 
AGEs auf biochemische Systeme (z.B. stärkere Neigung zur Katarakt, erhöhter HbA1c-Wert, 
verringerte Aktivität der Superoxid-Dismutase oder Glutathion-S-Transferase) konnten 
Chuyen et al. (2005) weder an gesunden noch an diabetischen Ratten nachweisen, wenn sie 
mit glykiertem Protein gefüttert wurden.  
Die als „AGE-Rezeptoren“ bezeichneten Proteine haben wahrscheinlich eine physiologische 
Rolle im Zusammenhang mit vaskulären Effekten. Dass sie in vivo durch glykierte Proteine 
aktiviert werden, erscheint jedoch immer unwahrscheinlicher (Ahmed und Thornalley, 2007; 
Thornalley, 2007). In jüngerer Zeit werden Studien mit „AGE-Proteinen“ in der Literatur 
kritisiert, weil sie (i) oft nicht zureichend charakterisiert werden, (ii) häufig wesentlich stärker 
glykiert sind als unter physiologischen Bedingungen zu erwarten und (iii) Zweifel an der 
Endotoxinfreiheit der Zubereitungen bestehen (Valencia et al., 2004; Ahmed und Thornalley, 
2007). RAGE ist nicht spezifisch für AGEs, sondern es werden auch andere Agonisten, z.B. 
S100-Proteine, diskutiert, die in entzündeten Geweben deutlich höher konzentriert sind als 
AGE-Proteine. Diese Proteine aktivieren RAGE offenbar als Tetramere (Heizmann, 2007). 
Mit Dicarbonylverbindungen glykiertes β-Lactoglobulin verliert seine Fähigkeit, RAGE zu 
aktivieren, wenn es enzymatisch hydrolysiert wird. Die Bindung glykierter Proteine an RAGE 
beruht also möglicherweise darauf, dass die Proteine während der Glykierung quervernetzt 
werden, und nicht darauf, dass CML-Epitope gebildet werden (Heizmann, 2007). Gezielt 
CML-modifiziertes, nicht quervernetztes β-Lactoglobulin (10–40% Lysinmodifizierung) kann 
nicht an RAGE binden (Buetler et al., 2008). 
Durch die Verbindung der Glykierung in vivo mit pathophysiologischen Konsequenzen 
werden z.T. auch AGEs aus Lebensmitteln als Risikofaktoren diskutiert (vgl. hierzu Kap. 
2.5.2). 
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2.2.2 Quervernetzungsreaktionen in vivo 
2.2.2.1 Dehydroalanin-Crosslinks in vivo 
Zu Gehalten von DHA-Derivaten in physiologischen Proben liegen nur wenige Untersuchun-
gen vor. LAL 61 wurde in humanem Dentin (einem calciumbindenden Phosphoprotein) in 
einer Menge von 0,8%, bezogen auf Lysin, nachgewiesen. Die Histidinderivatisierung dieses 
Proteins lag dagegen wesentlich höher bei etwa 11% (Fujimoto et al., 1981, 1982; Nkhumele-
ni et al., 1992). Eine Erklärung hierfür ist, dass beim physiologischen pH-Wert von 7,4 der 
Imidazolring des Histidins (pKs = 5,6–7,0) deprotoniert ist, während der überwiegende Teil 
der ε-Aminogruppen des Lysins noch protoniert ist, was bedeutet, dass Lysinreste weniger 
reaktiv sind und die Reaktion des DHA 55 mit Histidinresten bedeutender wird (Friedman, 
1999). Auch in Knochen und Sehnen von Versuchstieren waren die τ-HAL-Gehalte jeweils 
höher als die LAL-Gehalte, aber deutlich geringer als im humanen Dentin. Der HAL-Gehalt 
der Gewebe schien vom Alter der Versuchstiere abhängig. Sass und Marsh (1983) schrieben 
dem HAL 62 eine Rolle bei der Stabilisierung von Proteinen im Verlauf der Gewebscalcifi-
zierung zu und postulierten, dass es auch enzymatisch gebildet werden kann. In humanem 
Augenlinsenprotein sind bei Katarakt (grauem Star) die Gehalte von HAL 62 und LAN 63, 
nicht aber von LAL 61 zwei- bis vierfach gegenüber den Gehalten in gesundem Linsenprotein 
erhöht (Linetsky et al., 2004).  
2.2.2.2 Enzyminduzierte Crosslinks in vivo 
In vivo werden auch posttranslational enzyminduzierte Quervernetzungsreaktionen von 
Proteinen beobachtet. So führt die durch Lysinoxidase(n) katalysierte Bildung von Allysin 68 
(Abbildung 2-11) und die anschließende Reaktion mit weiterem Allysin 68 und Lysin zur 
Bildung von CLAS in Elastin und Collagenen der extracellulären Matrix, die dieser dadurch 
die Elastizität und Stabilität verleihen (Bailey, 2001; Sherratt, 2009). Im Elastin sind dies vor 
allem Desmosin 69 und Isodesmosin, das sich von Desmosin 69 durch die Stellung der 
Substituenten im Pyridinring unterscheidet (Bailey, 2001). Beide Verbindungen können vier 
Polypeptidketten miteinander verbinden. Das Pyridinolin 70 und das Pyrrol 71 bilden sich 
unter Beteiligung von Hydroxylysin und wurden in Collagen nachgewiesen (Bailey, 2001). 
Sie vernetzen drei Polypeptidketten. Die Quervernetzung kann auch unter Beteiligung von 
Histidin ablaufen (Hunt und Morris, 1973). Eine transglutaminase-katalysierte Quervernet-
zungsreaktion in der extrazellulären Matrix wurde ebenfalls beschrieben (Rock et al., 2004). 
Auch an der Blutgerinnungskaskade ist eine Transglutaminase (Faktor XIII, fibrinstabilisie-
render Faktor) beteiligt (Rasche, 1975). 
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Abbildung 2-11: Allysin 68 und proteingebundene Quervernetzungsprodukte in der extrazellulären 
Matrix. 
2.3 Proteolytische Freisetzung und Resorption von Aminosäuren 
2.3.1 Präresorptive Phase 
2.3.1.1 Verdauungsleistung des Magens 
Mit der Nahrung werden dem Körper täglich 70 bis 100 g Protein zugeführt; darüber hinaus 
werden 50 bis 60 g endogenes Protein in Verdauungssekreten in den Gastrointestinaltrakt 
sezerniert (Daniel, 2004). Im Magen, der ein Volumen von ca. 700 mL fasst (Camilleri, 
2006), wird der Speisebrei zunächst durch die Scherkräfte der Magenperistaltik in Partikel 
von ca. 1–2 mm Durchmesser „zerrieben“. Anders als an der Kohlenhydrat- und Fettverdau-
ung hat der Magen an der Proteinverdauung einen gewissen Anteil, da im Magensekret die 
Aspartat-Endopeptidase Pepsin (pH-Optimum: 1–2) enthalten ist (vgl. Tabelle 2-4), die 
Proteine in langkettige Oligopeptide spalten kann. Täglich werden ca. 2–3 L Magensekret 
produziert, dessen pH-Wert durch ebenfalls sezernierte Salzsäure beim Erwachsenen zwi-
schen 1,9 und 2,6 und bei Kindern etwas höher liegt (Lentner, 1981). Neben Pepsin als 
Hauptprotein finden sich im Magensekret Mucine (sulfatierte Glycoproteine) und Plasmapro-
teine (Makhlouf et al., 1968; Lentner, 1981). Mucine wirken als Diffusionsbarriere für 
Protonen und schützen den Magen so vor Selbstverdauung. Die mittlere Verweildauer der 
Nahrung im Magen liegt bei 0,5–3 h (Madsen, 1992). Im Magen wird die Nahrung (vor allem 
physikalisch) so aufbereitet, dass einzelne Nahrungsbestandteile durch Enzyme besser 
angreifbar sind und die Nahrung im Darm optimal weiter verdaut werden kann. Durch 
Zwischenspeicherung kann die Nahrung zudem in kleineren Portionen an den Dünndarm 
abgegeben werden.  
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Tabelle 2-4: Peptidasen in Magen und Darm. 
Enzym Substrat → Produkt Bevorzugte Spaltstellen 
Magensekret   
Pepsin  
(EC 3.4.23.1)[1] 
Proteine → Polypeptide nach aromatischen, unpolaren 
AS 
Pankreassekret   
Trypsin  
(EC 3.4.21.4)[1] 
Proteine, Polypeptide → 
Oligopeptide 
Arg-|-X, Lys-|-X 
Chymotrypsin  
(EC 3.4.21.1)[1] 
Proteine, Polypeptide → 
Oligopeptide 
Phe-|-X, Tyr-|-X, Trp-|-X 
Elastase  
(EC 3.4.4.7)[1,2] 
Proteine, Polypeptide → 
Oligopeptide 
Ala-|-X, Leu-|-X, Gly-|-X, Val-
|-X, Ile-|-X 
Carboxypeptidase A 
(EC 3.4.17.1)[1, 3] 
Oligopeptide → C-terminale 
AS, Aminosäuren 
Peptid-|-Y, (Y = Tyr, Phe, Trp) 
Carboxypeptidase B 
(EC 3.4.17.2)[1, 3] 
Oligopeptide → C-terminale 
AS, Aminosäuren 
Peptid-|-Y, (Y = Lys, Arg, His) 
Bürstensaum (membranständig)  
Enteropeptidase 
(EC 3.4.21.9)[1,4] 
Trypsinogen → Trypsin, Asp-
Lys 
Asp-Lys-|-Trypsin  
Alanyl-Aminopeptidase 
(EC 3.4.11.2)[5, 6,7,9,11,13] 
Peptide → N-terminale AS, 
Peptide 
X-|- Peptid (X = neutrale AS)[13] 
Aspartat-Aminopeptidase 
(EC 3.4.11.7)[6,7,11] 
Peptide → N-terminale AS, 
Peptide 
X-|-Peptid, X = Asp, Glu 
 
Carboxypeptidase P 
(EC 3.4.17.16)[7,9,11] 
Peptide → C-terminale AS, 
Peptide 
Peptid-Pro-|-X[13] 
Dipeptidyl-Peptidase IV 
(EC 3.4.14.5)[6,9,10,11]  
Peptide → Peptide, N-terminale 
Dipeptide (X-Y)  
X-Y-|-Z-Peptid (Y = Pro, Ala, 
u.a.; Z ≠ Pro)[13] 
Peptidyl-Dipeptidase A 
(EC 3.4.15.1)[7,8,9] 
Peptide → Peptide, C-terminale 
Dipeptide (X-Y) 
Peptid-|-X-Y (X ≠ Pro, Y ≠ 
Asp, Glu)[13] 
γ-Glutamyltranspeptidase 
(EC 2.3.2.2)[6,12]  
γ-Glu-Peptid + Aminosäure → 
Peptid + γ-Glu-Aminosäure, 
auch Hydrolyse 
γ-Glu-|-X [13] 
[1] Erickson und Kim, 1990. [2] Atlas et al., 1970. [3] Ambler, 1972. [4] Brodrick et al., 1978. [5] Terashima 
und Bunnett, 1995. [6] Sterchi und Woodley, 1980. [7] Bruce et al., 1984. [8] Dipeptidylcarboxypeptidase I, 
„angiotensin converting enzyme“. [9] Hausch et al., 2002. [10] Lambeir et al., 2003. [11] Skovbjerg, 1981.  
[12] Marathe et al., 1979. [13] www.brenda-enzymes.info; Zugriff am 14.01.2011. |, Spaltstelle. 
2.3.1.2 Verdauungsleistung des Darms 
An den Magen schließt sich der ca. 6–7 m lange Dünndarm an, der aus dem kurzen Zwölffin-
gerdarm (Duodenum), dem Jejunum und dem Ileum besteht. In der Schleimhaut vor allem des 
Duodenums und Jejunums bilden sich feststehende große Falten (Kerckring’sche Falten) und 
die Darmzotten (Villi) aus, die mit Epithelzellen bedeckt sind. Der häufigste Zelltyp in diesem 
Epithel ist der Enterocyt, dessen dem Darmlumen zugewandte Membran wiederum mit einem 
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Bürstensaum aus Mikrovilli bedeckt ist. Durch diese Faltungen stehen im Dünndarm etwa 
120 m2 Resorptionsfläche zur Verfügung (Kararli, 1995). Die Transitzeit im Dünndarm liegt 
bei 1–7 h (Madsen, 1992). 
Der aus dem Magen eintretende (saure) Speisebrei wird im Duodenum zunächst mit dem 
basischen Sekret der Brunner-Drüsen vermischt, wobei der pH-Wert auf 7 bis 8 angehoben 
wird. Daneben enden im Duodenum die Ausgänge der Gallenblase und des Pankreas. Pro Tag 
werden etwa 500 mL Gallensekret sezerniert und ca. 700–2500 mL Pankreassekret produziert, 
die ca. 7,8 g/L Protein — vor allem Enzyme — enthalten (Lentner, 1981). Die gesamte 
peptidolytische Aktivität des Dünndarms wird repräsentiert einerseits durch verschiedene 
Enzyme im Pankreassekret und andererseits durch Enzyme, die in der Bürstensaummembran 
der Mucosa verankert sind. Das Pankreassekret enthält verschiedene Proteasen und Pepti-
dasen als inaktive Enzymvorstufen (Zymogene), um so das Pankreas vor Selbstverdauung zu 
schützen; daneben werden auch Amylasen, Lipasen und Ribonukleasen sezerniert. Durch die 
membranständige hoch spezifische Enteropeptidase wird im Darmlumen zunächst Trypsino-
gen zu Trypsin aktiviert, das seinerseits die weiteren Zymogene in ihre aktiven Formen 
überführt (vgl. Tabelle 2-4). Bei den Pankreaspeptidasen handelt es sich um die Serin-
Endopeptidasen Trypsin, Chymotrypsin und Elastase, die Proteine und langkettige Polypepti-
de zu Oligopeptiden hydrolysieren. Carboxypeptidasen spalten vom C-Terminus ausgehend 
Aminosäuren von Oligopeptiden ab.  
Durch das Zusammenspiel der Peptidasen ergibt sich letztlich ein Spektrum an kurzkettigen 
Peptiden und Aminosäuren, das Adibi und Mercer (1973) an jejunalen Inhalten von humanen 
Probanden nach Gabe von 50 g BSA als Modellprotein in einer Lebensmittelmatrix unter-
suchten. Drei Stunden nach Aufnahme der Testmahlzeit sind im Jejunum 80% der Aminosäu-
ren in kurzkettigen Di- bis Tetrapeptiden gebunden, nur 20% liegen frei vor. Die Konzentrati-
onen einzelner freier Aminosäuren liegen zwischen 0,6 und 5,6 mM. Auch Nixon und Mawer 
(1970b) stellten fest, dass drei Stunden nach Proteinaufnahme nur 5 (Pro) bis 30% (Lys, Arg) 
der Gesamtaminosäuren in freier Form vorliegen. Der Anteil endogener Aminosäuren und 
Peptide an den Gesamtaminosäuren und -peptiden liegt bei 10–15% (Adibi und Mercer, 
1973), eine ältere Studie geht von 13–53% aus (Nixon und Mawer, 1970a).  
Bei den membranständigen Enzymen handelt es sich um Carboxypeptidasen, Dipeptidylpep-
tidasen, die Dipeptide von Oligopeptiden abspalten und vor allem um verschiedene Amino-
peptidasen, die die N-terminale Aminosäure von Peptiden abspalten (Holmes und Lobley, 
1989). Die Lokalisierung der Di-, Tri- und Tetrapeptidaseaktivität im humanen Jejunum 
wurde von Nicholson und Peters (1979) untersucht. Nahezu 100% der Dipeptidaseaktivität 
und 50% der Tripeptidaseaktivität sind im Cytosol der Enterocyten lokalisiert. Längerkettige 
Peptide werden dagegen fast ausschließlich von membranständigen Peptidasen hydrolysiert. 
Insgesamt wurden in der Bürstensaummembran bisher 15 Peptidasen nachgewiesen, die 
zusammen ein sehr breites Substratspektrum abdecken (Woodley, 1994). Die größte peptido-
lytische Aktivität wird der Alanyl-Aminopeptidase und der Peptidyl-Dipeptidase A zuge-
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schrieben (Bruce et al., 1984; Daniel, 2004). Die Verdauung der Nahrungsproteine und 
Resorption der Aminosäuren und Peptide ist nach Passage des Jejunums zum größten Teil 
abgeschlossen (Nixon und Mawer, 1970a). 
Einzelne Peptidbindungen innerhalb von Proteinen und Peptiden sind nicht immer gleich gut 
hydrolysierbar. Die Angreifbarkeit kann z.B. durch Abschnitte mit mehrfachen Prolylresten, 
posttranslationale Modifizierungen wie Glycosylierung, aber auch durch Maillard- und 
Quervernetzungsreaktionen eingeschränkt sein (vgl. Kap. 2.5.1.2). Aminosäuren mit basi-
schen und aromatischen Seitenketten werden schneller freigesetzt, Prolin und Aminosäuren 
mit sauren Seitenketten langsamer (Nixon und Mawer, 1970b; Adibi und Mercer, 1973; Ford 
und Salter, 1966). 
Unverdaute Proteine und Polypeptide sowie nicht resorbierte Aminosäuren und Peptide 
gelangen weiter in den Dickdarm, wo sie durch die Mikrobiota abgebaut oder mit den Faeces 
ausgeschieden werden können. 
2.3.2 Periresorptive Phase 
2.3.2.1 Die Barrierefunktion des Dünndarmepithels 
Das Epithel des Dünndarms trennt die Kompartimente Blut/Lymphe vom Kompartiment 
Darmlumen. Die Möglichkeiten, diese Barriere zu überwinden, stellen das Ergebnis einer 
Optimierung zwischen dem Zwang zur Deckung des täglichen Bedarfs an essentiellen 
Nährstoffen und dem Schutz vor dem Eindringen potentiell toxischer Stoffe in den Körper 
dar. Es sind zahlreiche Aminosäuren mit toxischer Wirkung beschrieben (Bell, 2003). 
Das Gewebe der Epithelzellen des Darms ist einschichtig und besteht vor allem aus Enterocy-
ten, die über Schlussleisten (tight junctions) dicht miteinander verbunden sind (Abbildung 
2-12). Der unkontrollierte Übergang von Stoffen von der mucosalen zur serosalen Seite wird 
damit stark eingeschränkt. Die Zellen sind polarisiert, d.h. die zum Darmlumen gerichtete 
(apikale) Zellmembran unterscheidet sich in ihren Eigenschaften von der zur Blutseite 
gerichteten (basalen) und den lateralen Membranen. Basale und laterale Membranen unter-
scheiden sich funktionell nicht und werden zusammen als basolaterale Membran bezeichnet. 
Sie stellen keine wesentliche Barriere zum interstitiellen Raum dar.  
Während der Chymus im Darmlumen vor allem durch Kontraktionen der Darmmuskulatur 
bewegt wird, kann die unmittelbar über der apikalen Membran liegende Mucusschicht 
(unstirred water layer) nur diffusiv überwunden werden. Hierdurch schützt sich der Darm 
einerseits vor Selbstverdauung, andererseits kann so ein leicht saures Milieu (pH = 5,5–6,0) in 
unmittelbarer Membrannähe aufrecht erhalten werden (Shiau et al., 1985; Fei et al., 1994). 
Gelöste Substanzen (Solute) können die epitheliale Barriere passieren, also resorbiert werden, 
indem sie z.B. durch die Zellzwischenräume (parazellulär) oder durch die Zellen (transzellu-
lär) diffundieren (Abbildung 2-12). Die transzelluläre Diffusion ist allerdings aufgrund der 
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Eigenschaften der Zellmembran auf lipophile und kleine hydrophile Moleküle beschränkt. 
Der parazelluläre Übergang ist nur über ca. 0,1% der gesamten Epitheloberfläche möglich 
und außerdem aufgrund der Schlussleisten stark eingeschränkt. Die Größe der Poren liegt im 
humanen Darm normalerweise bei etwa 5–10 Å (Linnankoski et al., 2010) und erlaubt den 
Übertritt von Wasser und Elektrolyten. Die effiziente Resorption von Soluten wird daher 
durch andere transzelluläre Transportphänomene ermöglicht.  
Wie die trans- und parazelluläre Diffusion erfolgt auch die erleichterte Diffusion ohne 
Energieverbrauch in Richtung eines Konzentrations- und elektrochemischen Gradienten 
(Abbildung 2-12). Der Membranübertritt wird durch hydrophile Poren bzw. spezielle Car-
rierproteine vermittelt. Der aktive Transport erfolgt ebenfalls carriervermittelt, aber unter 
Energieverbrauch auch gegen einen Konzentrationsgradienten. Bei der (rezeptorvermittelten) 
Endozytose können ganze Proteine in die Zelle aufgenommen und intrazellulär freigesetzt 
werden. Membranverlagernde Prozesse wie die Endocytose haben nur eine geringe Kapazität 
(Artursson et al., 2001) und spielen für die Ernährung eines Organismus keine Rolle. In die 
Zellen aufgenommene Solute verlassen die Zelle basolateral nach den gleichen Mechanismen. 
Endocytierte Vesikel können auch mit der basolateralen Membran verschmelzen und den 
Inhalt in den extrazellulären Raum abgeben (Transcytose). 
Diffusion
transzellulär parazellulär
aktiver 
Transport
erleichterte 
Diffusion
Endocytose
apikale Membran
basolaterale Membran
 
Abbildung 2-12: Mechnismen der Translokation von Soluten über epitheliale Membranen. 
Daneben gibt es in Enterocyten noch gerichtete Effluxmechanismen, die potentiell xenobioti-
sche Substanzen direkt wieder ins Darmlumen abgeben können, z.B. P-Glycoprotein und 
Multidrug-resistance-Proteine, mit denen sich auch individuelle Unterschiede im Ansprech-
verhalten auf bestimmte Pharmaka erklären lassen (Leslie et al., 2005). 
2 Hintergrund und Wissensstand 31 
2.3.2.2 Resorption freier Aminosäuren 
An epithelialen Zellmembranen sind über 20 Aminosäuretransporter beschrieben (Bröer, 
2008). In Tabelle 2-5 sind die Transportsysteme aufgelistet, die in der apikalen Membran 
intestinaler Zellen exprimiert werden. Die meisten Transportsysteme sind sekundär aktiv und 
Na+-abhängig, beziehen also die für den Transport notwendige Energie aus dem in die Zelle 
gerichteten Natriumgradienten, der durch die Aktivität der Na+/K+-ATPase aufrecht erhalten 
wird. PAT1 ist tertiär aktiv. Eine gegebene Aminosäure kann oft von mehreren Transportern 
transportiert werden, und ein gegebener Transporter transportiert meist mehrere Aminosäuren. 
Insgesamt decken diese Aminosäuretransporter das gesamte Spektrum der proteinogenen 
Aminosäuren ab. Die Transporter können Aminosäuren gegen einen Konzentrationsgradien-
ten in die Zelle transportieren. Frühe Arbeiten zeigten jedoch bereits, dass die Konzentratio-
nen einzelner Aminosäuren im Darmlumen nach Nahrungsaufnahme oft größer sind als in den 
Mucosazellen, dass also kein großer Konzentrationsgradient überwunden zu werden braucht 
(Adibi und Mercer, 1973). In der basolateralen Membran intestinaler Zellen transportieren 
z.T. die gleichen Transporter die Aminosäuren aus dem Cytosol auf die serosale Seite, z.T. 
gibt es hier noch weitere Systeme (Bröer, 2008). 
Tabelle 2-5: Aminosäuretransportsysteme in der apikalen Membran intestinaler Zellen. 
System Transportcharakteristik Substrate 
ASC[1,2] Na+-abhängiger Antiport  Ala, Ser, Cys, Thr, Gln 
B0[1,2,3] Na+-abhängiger Symport neutrale Aminosäuren (Ala, Ser, Cys, 
Thr, Gln, Phe, Trp, Tyr) 
B0,+ [1,2,3] Na+- und Cl−-abhängiger Symport neutrale Aminosäuren (Ala, Ser, Cys, 
Thr, Asn, Gln, Met, Ile, Leu, Val, Phe, 
Tyr, Trp), kationische Aminosäuren 
(Arg, Lys, His), β-Alanin 
b0,+[1,2,3] transmembranärer Aminosäureaustausch 
gegen neutrale Aminosäure 
Lys, Arg, Orn, Cystin[4] 
y+[1,2,3] Na+-unabhängiger Uniport Lys, Arg, His  
IMINO[2] Na+- und Cl−-abhängiger Symport Pro, Hydroxyprolin 
PAT1 (Imino 
acid)[2] 
H+-abhängiger Symport Pro, Gly, Ala, GABA, β-Alanin 
β[2,3] Na+- und Cl−-abhängiger Symport Taurin, β-Alanin 
X−AG
[1,2,3] Symport (Na+- und H+-abhängig), 
Antiport (K+-abhängig) 
Glu, Asp 
[1] Bröer, 2002. [2] Bröer, 2008. [3] Brandsch und Brandsch, 2003. [4] Diese vier Aminosäuren werden 
intrazellulär akkumuliert.  
Die biochemische und physiologische Charakterisierung vieler Transporter ist noch nicht 
abgschlossen. Erst in jüngerer Zeit konnte geklärt werden, dass PAT1 und IMINO zwei 
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verschiedene Transportsysteme sind (Thwaites und Anderson, 2007) und dass PAT1 wenige 
Peptide (Gly-Gly, Gly-Sar) transportieren kann (Frølund et al., 2010).  
2.3.2.3 Resorption von Peptiden 
Die Resorption von intakten Peptiden durch Enterocyten wurde zwar schon am Anfang des 
20. Jahrhunderts vermutet, ließ sich jedoch, bedingt durch fehlende Methoden zur Analyse 
einzelner Peptide, nicht beweisen. Daher hielt sich die Annahme, dass im Dünndarm nur freie 
Aminosäuren resorbiert werden können, bis Newey und Smyth (1959) zeigten, dass das 
Dipeptid Gly-Gly zu einem geringen Teil intakt auf die serosale Seite intestinaler Zellen 
transportiert wird. In einer weiteren Studie wiesen sie nach, dass (i) die luminale Peptidaseak-
tivität an der Dünndarmwand nicht ausreicht, um bestimmte Peptide (z.B. Gly-Gly, Gly-Tyr, 
Gly-Trp) zu hydrolysieren, bevor diese resorbiert werden, (ii) auf der serosalen Seite mehr 
Glycin erscheinen kann, wenn dies nicht als freie Aminosäure, sondern als Dipeptid Gly-Gly 
appliziert wird und (iii) die intrazelluläre Peptidaseaktivität offenbar wesentlich höher ist als 
die luminal-extrazelluläre (Newey und Smyth, 1960). Die Autoren folgerten daraus, dass 
Peptide intakt in Enterocyten aufgenommen und dort zu Aminosäuren gespalten werden, die 
anschließend serosal abgegeben werden. Die fehlende bzw. relativ geringe extrazelluläre Di- 
bzw. Tripeptidaseaktivität konnte von Nicholson und Peters (1979) bestätigt werden. Nur Di- 
oder Tripeptide, keine Tetra- bis Hexapeptide, können in Enterocyten aufgenommen werden 
(Adibi und Morse, 1977). Einen Überblick über die biochemischen und physiologischen 
Grundlagen des Peptidtransportes geben Matthews und Adibi (1976), Silk et al. (1985), Daniel 
(2004) und Brandsch (2009). An epithelialen Membranen wurden bisher 3 Peptidcarrier 
nachgewiesen: die Peptidtransportproteine PEPT1 und PEPT2 (vgl. Kap. 2.4) sowie der oben 
erwähnte Aminosäuretransporter PAT1 (vgl. Kap. 2.3.2.2). 
2.3.2.4 Verarbeitung von Peptiden im Enterocyten 
Enterocyten verfügen über eine große cytosolische Di- und Tripeptidaseaktivität (Nicholson 
und Peters, 1979; Erickson et al., 1995). Bei diesen Peptidasen handelt es sich wie bei den 
membranständigen vor allem um Aminopeptidasen (Kim et al., 1974). Somit können resor-
bierte Peptide zu Aminosäuren gespalten werden, die die Zelle basolateral durch einfache 
bzw. erleichterte Diffusion oder über verschiedene Aminosäuretransporter verlassen 
(Erickson und Kim, 1990; Bröer, 2002). Daneben zeigten Dyer et al. (1990) an Vesikeln der 
basolateralen Membran von Enterocyten des Kaninchens, dass Peptide auch intakt aktiv aus 
der Zelle hinaus transportiert werden können. In Caco-2-Zellen wurde ein basolateraler 
Peptidtransporter funktionell charakterisiert (Thwaites et al., 1993), der eine ähnliche Sub-
stratspezifität, aber geringere Affinität als PEPT1 aufweist und damit in Kooperation mit 
PEPT1 auch den Transit intakter Peptide ermöglichen kann (vgl. 2.4.3). Es ist also denkbar, 
dass hydrolyseresistente Peptide intakt in die Blutbahn aufgenommen werden. 
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2.3.2.5 Resorption langkettiger Peptide und intakter Proteine 
Die Proteine Ovalbumin und β-Lactoglobulin können die intestinale Barriere zu einem sehr 
geringen Anteil (< 0,01%) auch intakt überwinden (Husby et al., 1986; Marcon-Genty et al., 
1989). Auch für einzelne Peptide aus Casein wurde der intakte Übergang ins Blut gezeigt 
(Chabance et al., 1998). Aus ernährungsphysiologischer Sicht ist dies vernachlässigbar, da 
Organismen auf diese Weise ihren Proteinbedarf nicht decken können (Gardner, 1994). Der 
Transport ganzer Proteine, der über die in den Peyer-Plaques situierten M-Zellen erfolgt (Corr 
et al., 2008), spielt jedoch eine Rolle bei der oralen Immunisierung beim Säugling sowie der 
Entstehung von Allergien (Gardner, 1994).  
2.3.3 Postresorptive Phase 
Aminosäuren und Peptide, die die Enterocyten basolateral verlassen, gelangen in die Blutge-
fäße der lamina propria, die in die Pfortader münden und werden nach Passage der Leber im 
Körper verteilt. Leberzellen besitzen in ihrer Membran jedoch keinen Peptidtransporter 
(Brandsch et al., 2008). Peptide können in der Zirkulation auch von Peptidasen des Blutes 
bzw. endothelialen Peptidasen hydrolysiert werden (Schaller et al., 2008). Die Halbwertszeit 
mancher bioaktiver Peptide im Blut liegt im Bereich nur weniger Minuten (Gardner, 1994; 
Vermeirssen et al., 2004).  
Freie Aminosäuren und kurzkettige Peptide werden aufgrund ihrer geringen Größe in der 
Niere glomerulär filtriert und gelangen in den Primärharn. Die Epithelzellen der Nierentubuli 
verfügen daher, ähnlich wie die Enterocyten, über eine Reihe von Resorptionsmechanismen, 
die sicherstellen, dass die filtrierten niedermolekularen Stoffe dem Körper nicht verloren 
gehen. Ganze Proteine und langkettige Peptide können durch Endocytose aufgenommen und 
in den Lysosomen zu Peptiden und Aminosäuren abgebaut werden (Ganapathy et al., 1984). 
Für die Rückresorption freier Aminosäuren werden im renalen Epithel die gleichen Transpor-
ter wie im Dünndarmepithel exprimiert (außer B0,+, Bröer, 2008). Darüber hinaus gewährleis-
ten die Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 auch die Rückresorption von Di- und Tripeptiden 
(Daniel und Rubio-Aliaga, 2003). Die Tatsache, dass die Peptidaseaktivität an der renalen 
epithelialen Membran sehr hoch ist, lässt vermuten, dass Substrate für Peptidtransporter auch 
erst in unmittelbarer Membrannähe entstehen können (Ganapathy et al., 1984). 
Ähnlich wie bei Enterocyten könnten also auch hier hydrolyseresistente Peptide basolateral 
abgegeben werden und damit wieder in der Zirkulation erscheinen. Aminosäuren und Peptide, 
die nicht von den epithelialen Transportern rückresorbiert werden können, gelangen in den 
Sekundärharn und werden ausgeschieden. Ist die glomeruläre Filtration beeinträchtigt (z.B. 
bei Urämie), reichern sich harnpflichtige Stoffe im Blut an. 
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2.4 Charakterisierung der Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 
2.4.1 Der Peptidtransporter PEPT 1 
Mit der Expressionsklonierung des Peptidtransporters PEPT1 (Fei et al., 1994) konnte die 
Beobachtung, dass Peptide intakt über Membranen transportiert werden, erstmals einem 
konkreten Protein zugeordnet werden. PEPT1 besteht aus 708 Aminosäuren und ist über 
12 Transmembrandomänen in der Zellmembran verankert (Fei et al., 1994). Er wird in der 
Darmmucosa sowie in den Nieren- und Gallengangsepithelien exprimiert und transportiert 
seine Substrate aus den Kompartimenten Darmlumen, Primärharn und Cholangium immer in 
Richtung des Blutes (Brandsch et al., 2008). Im Darm wird der Transporter vor allem dort 
exprimiert, wo während der Verdauung kurzkettige Peptide entstehen, nämlich im Duodenum 
und Jejunum, weniger im Ileum, im Colon beim Gesunden überhaupt nicht. Nur bei Darm-
krankheiten wie chronisch ulcerativer Colitis, Morbus Crohn sowie dem Kurzdarmsyndrom 
kommt es — als kompensatorischer Effekt — zur Expression von PEPT1 auch in der Colon-
mucosa (Ziegler et al., 2002).  
Insulin kann die Transportaktivität von PEPT1 ohne Änderung im Transkriptionslevel 
erhöhen (Thamotharan et al., 1999a). Bereits kurzes Fasten führt bei Ratten zu gesteigerter 
Expression des Transporters (Thamotharan et al., 1999b). Expression und Transportaktivität 
von PEPT1 folgen einem circadianen Rhythmus und sind bei Ratten morgens am niedrigsten 
und abends am höchsten (Pan et al., 2002). Auch verschiedene Krebszelllinien exprimieren 
PEPT1, z.B. Pankreaskarzinomzellen (Gonzalez et al., 1998) und die Colonkarzinomzelllinie 
Caco-2 (Brandsch et al., 1994). 
Physiologische Bedeutung des Peptidtransportes 
Auf Basis der derzeitigen Erkenntnisse leistet PEPT1 durch den Transport von Di- und 
Tripeptiden einerseits einen entscheidenden Beitrag zur Versorgung des Organismus mit 
essentiellen Aminosäuren, wenn bestimmte Aminosäuretransporter unzureichend exprimiert 
werden. Andererseits ermöglicht PEPT1 durch seine breite Substratspezifität die orale 
Applikation bestimmter Pharmaka. 
Die Cystinurie ist eine Krankheit, die sich durch das Fehlen des Aminosäuretransporters b0,+ 
auszeichnet (vgl. Tabelle 2-5), so dass freies Lysin und Arginin im Darm nicht resorbiert 
werden können. Cystinuriker zeigen jedoch keine Lysinmangelerscheinungen, weil die 
Lysinversorgung dadurch sichergestellt ist, dass PEPT1 Lysin in Peptidform transportiert 
(Hellier et al., 1971). Bei der Hartnup-Krankheit können einige neutrale Aminosäuren (v.a. 
Trp, Phe) nicht transportiert werden. Auch hier kann die Resorption der betreffenden Amino-
säuren erhöht werden, wenn Dipeptide appliziert werden. In solchen Fällen ist PEPT1 also 
essentiell. Hu et al. (2008) gelang es, knock-out-Mäuse zu züchten, die PEPT1 nicht exprimie-
ren. Die defizienten Mäuse waren lebensfähig, fruchtbar und wuchsen zu normaler Größe und 
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Gewicht ohne erkennbare Anomalien. Allerdings war im Vergleich zum Wildtyp die Fähig-
keit zur intestinalen Peptidresorption deutlich auf 22% gesenkt.  
Die Frage nach der (quantitativen) Relevanz von PEPT1 beim Gesunden kann noch nicht 
abschließend beantwortet werden. Silk et al. (1975) bestimmten in einer Humanstudie, wie die 
Resorption von Aminosäuren von ihrer Bindungsform abhängig ist, indem sie einmal ein 
enzymatisches Hydrolysat von Casein (50% Aminosäuren, 50% Di- und Tripeptide) applizier-
ten und einmal eine Lösung von freien Aminosäuren in den Verhältnissen, wie sie im Hydro-
lysat vorlagen. Es wurden aus dem enzymatischen Hydrolysat im Mittel 29% mehr Amino-
säuren resorbiert als aus der Lösung der freien Aminosäuren. Dieser Effekt war nicht bei allen 
Aminosäuren gleichermaßen ausgeprägt — bei Phenylalanin, Histidin und Threonin am 
stärksten. Auch Rérat et al. (1992) zeigten in einer Studie an Schweinen, dass Aminosäuren 
schneller resorbiert werden können, wenn sie als Peptide appliziert werden. Vor diesem 
Hintergrund wurde empfohlen, bei Malabsorptionserscheinungen in Sondennahrung eher 
Pepidgemische zu verabreichen als freie Aminosäuren (Silk et al., 1975, 1980). Steinhardt 
und Adibi (1986) verglichen in einer Humanstudie die Resorptionsraten von Aminosäuren, 
wobei diese einmal frei vorlagen und einmal in Glycinpeptiden (Gly-Xaa) gebunden waren. 
Wurden die Aminosäuren peptidgebunden appliziert, war die Resorption grundsätzlich höher 
als nach Applikation der freien Aminosäuren, mit Ausnahme von Arginin. 
2.4.2 Substratspezifität von PEPT1  
Stoffe, die mit PEPT1 in Wechselwirkung treten, können als Inhibitoren einerseits den 
Transport von Substraten inhibieren, andererseits können sie selbst Substrate sein, wenn sie 
nicht nur gebunden, sondern auch transloziert werden. Ein Maß für die Inhibition stellt die 
Inhibitorkonstante Ki dar, die in Kompetitionsexperimenten durch Hemmung der zellulären 
Aufnahme eines Referenzpeptides, oft [14C]Gly-Sar, ermittelt wird. Brandsch et al. (2004) 
teilten die Inhibitoren in 3 Kategorien ein (Tabelle 2-6); Substanzen mit Ki-Werten > 15 mM 
gelten nicht als Inhibitoren. Die meisten „physiologischen“ Substrate, d.h. Dipeptide aus 
proteinogenen Aminosäuren, haben Affinitätskonstanten zwischen 0,07 und 7 mM (Knütter, 
2003; Brandsch et al., 2004).  
PEPT1 transportiert nur Di- und Tripeptide. Freie Aminosäuren und Peptide mit mehr als 
3 Aminosäuren werden nicht transportiert. Allein aus den 20 proteinogenen Aminosäuren 
können somit 8400 potentielle Substrate mit stark variierender Molmasse (Gly-Gly: 132 Da; 
Trp-Trp-Trp: 577 Da) und Nettoladung (Lys-Lys-Lys: +3; Glu-Glu-Glu: −3) gebildet werden 
(Daniel, 2004). Dass all diese „natürlichen“ Peptide tatsächlich transportiert werden, ist aber 
weder bewiesen noch wahrscheinlich (Brandsch, 2009). Die Fähigkeit, auch bestimmte 
Pharmaka wie β-Lactam-Antibiotika (z.B. Amoxicillin) und das Virostatikum-Prodrug 
Valacyclovir zu transportieren und damit die orale Verfügbarkeit von Arzneimitteln zu 
ermöglichen, macht PEPT1 zu einem auch aus pharmakologischer Sicht interessanten 
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Transporter (Brandsch et al., 2008). Der Transport von ACE-Inhibitoren durch PEPT1 konnte 
jedoch widerlegt werden (Knütter et al., 2008). 
Tabelle 2-6: Affinität ausgewählter Testsubstanzen an PEPT1. 
Kategorie Substrat/Inhibitor Ki [mM]
[1] Quelle 
Lys[Z(NO2)]-Val 0,002 ± 0,001 Knütter et al., 2004 
Ala-Ala 0,08 ± 0,01 Brandsch et al., 1999 
Trp-Trp-Trp 0,15 Brandsch et al., 2004 
Ala-Pro 0,15 ± 0,02  Brandsch et al., 1999 
Ala-Lys 0,21 ± 0,02 Knütter et al., 2004 
hohe Affinität  
(Ki < 0,5 mM) 
Lys-Ala 0,34 ± 0,02 Knütter et al., 2004 
Cyclacillin[2] 0,50 ± 0,05 Bretschneider et al., 1999 
δ-Aminolävulinsäure 0,79 ± 0,02 Brandsch et al., 2004 
Gly-Sar 0,83 ± 0,04[3] Brandsch et al., 1999 
Gly-Gly 1,0 ± 0,1 Brandsch et al., 2004 
Pro-Pro 1,2 ± 0,1  Brandsch et al., 1999 
mittlere Affinität  
(0,5 mM < Ki < 5 mM) 
Lys-Lys 6,7 ± 0,4 Knütter, 2003 
Pro-Ala 9,5 ± 0,4 Brandsch et al., 1999 geringe Affinität  
(Ki > 5 mM) Ampicillin[2] 14,5 ± 1,7 Bretschneider et al., 1999 
[1] Die Ki-Werte wurden in Kompetitionsexperimenten gegen [
14C]Gly-Sar als Substrat bestimmt. Werte als 
Mittelwerte ± Standardfehler. [2] β-Lactam-Antibiotikum. [3] Kt-Wert — Substratkonzentration, bei der der 
Transport die halbmaximale Geschwindigkeit erreicht (Brandsch, 2009). 
Die minimalen Anforderungen an Inhibitoren für PEPT1 wurden von verschiedenen Arbeits-
gruppen erarbeitet (Döring et al., 1998a; Knütter, 2003; Knütter et al., 2004, Abbildung 
2-13): Wichtig sind gegensätzlich geladene Kopfgruppen in einem Abstand von 500–630 nm. 
Eine Modifizierung des N-Terminus mit hydrophoben Substituenten (Acetyl-, Boc- oder Z-
Schutzgruppe) führt zu einer sehr deutlichen Verringerung der Affinität, während die Vereste-
rung der Carboxylgruppe am C-Terminus mit aromatischen bzw. aliphatischen Alkoholen die 
Affinität kaum sinken lässt (Börner, 2002). Im Peptidrückgrat kann die Amidbindung in 
Dipeptiden durch eine Thioamidbindung ersetzt werden (Brandsch et al., 1998). Die Peptid-
bindung kann auch, wie bei Gly-Sar, N-methyliert vorliegen. Relevant ist offenbar das 
Carbonylsauerstoffatom (bzw. Thioxoschwefelatom) zur Ausbildung einer Wasserstoffbrücke 
(Döring et al., 1998a, Abbildung 2-13). Aber auch das Ersetzen der Amidbindung durch 
Ketomethylengruppen, wie in kurzkettigen ω-Aminofettsäuren, führt nicht zum vollständigen 
Verlust der Affinität (Döring et al., 1998b). Nach neueren Untersuchungen werden solche 
Substrate jedoch eher vom Transporter PAT1 (Tabelle 2-5) transportiert (Frølund et al., 
2010). PEPT1 transportiert selektiv Peptide mit trans-konfigurierter Peptidbindung (Brandsch 
et al., 1998). Dementsprechend weisen Peptide, in denen Prolin am C-Terminus steht, 
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vergleichsweise schlechte Affinitäten auf, da hier die Peptidbindung cis-konfiguriert sein 
kann. Prolin am N-Terminus führt zu einer noch deutlicheren Senkung der Affinität 
(Brandsch et al., 1999). In Di- und Tripeptiden ist die Affinität um so kleiner, je mehr 
Aminosäuren D-konfiguriert sind (Li et al., 1998). 
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Abbildung 2-13: Template für Inhibitoren des Peptidtransporters PEPT1. 
Abbildung in Anlehnung an Bailey et al. (2000) und Brandsch et al. (2008). 
Besonders tolerant ist PEPT1 hinsichtlich der chemischen Natur der Seitenketten. Sehr hohe 
Affinitäten besitzen Peptide mit hydrophoben Seitenketten (Fei et al., 1994; Knütter et al., 
2004), wie z.B. das von Knütter et al. (2004) beschriebene Lys[Z(NO2)]-Val, das mit einem 
Ki-Wert von 2 µM als bisher affinster PEPT1-Inhibitor identifiziert wurde. Diese hohe 
Substrattoleranz ist möglich, weil die Seitenketten sehr wahrscheinlich in geräumige hydro-
phobe Taschen zeigen, wobei neuere Untersuchungen davon ausgehen, dass die Bindungsta-
schen für Dipeptide, d.h. diejenigen der Reste R1 und R2, zusammenhängen (Abbildung 2-13, 
Vig et al., 2006). In den hydrophoben, im wesentlichen aromatischen Taschen können 
hydrophobe bzw. kationische Aminosäureseitenketten durch hydrophobe bzw. π-kationische 
Wechselwirkungen gebunden werden (Zacharias und Dougherty, 2002; Vig et al., 2006). 
Wasser in der Bindungstasche kann darüber hinaus unvorteilhafte Wechselwirkungen 
zwischen Substrat und Transportprotein abschwächen, z.B. durch Abschirmung von Ladun-
gen, die im allgemeinen die Affinität von Peptiden verringern. So können in der gleichen 
Bindungsregion polare, geladene und unpolare Seitenketten binden (Daniel, 2004). Die 
Bindungtaschen von PEPT1 müssen unterschiedliche Wechselwirkungen zulassen, da sich die 
Ki-Werte von Dipeptiden, die die gleichen Aminosäuren in unterschiedlicher Sequenz 
enthalten, z.T. deutlich unterscheiden (Daniel, 2004, Tabelle 2-6). 
2.4.3 Mechanismus der Translokation 
Der Transport durch PEPT1 ist von einem zelleinwärts gerichteten Protonengradienten 
abhängig (Ganapathy und Leibach, 1983). Die Kopplung an den Transport von Protonen 
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ermöglicht es, dass PEPT1 seine Substrate auch gegen einen Peptid-Konzentrationsgradienten 
in die Zelle transportieren kann, da aufgrund der pH-Wert-Unterschiede zwischen Cytosol 
und Lumen (vgl. Kap. 2.3.2.1) immer ein H+-Konzentrationsgradient vorliegt. Das Verhältnis 
H+/Substrat ist variabel und hängt von der Ladung des Substrates ab (Kottra et al., 2002). 
Letztlich ist es die Na+/K+-ATPase, die unter Energieverbrauch die Natriumkonzentration in 
der Zelle gering hält und somit sekundär den H+/Na+-Antiport und tertiär den Peptidtransport 
ermöglicht. (Abbildung 2-14).  
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Abbildung 2-14: Resorption von Aminosäuren, Di- und Tripeptiden durch durch den Enterocyten.  
NHE, Na+/H+-Antiporter. Abbildung in Anlehnung an Daniel (2004). 
Bei der Translokation durchläuft PEPT1 den in Abbildung 2-15 gezeigten 6-stufigen Trans-
portzyklus (Sala-Rabanal et al., 2006). Zunächst wird ein Proton gebunden (Mackenzie et al., 
1996), anschließend ein neutrales Peptid (Schritte 1 und 2). Die Bindung des Peptides an den 
Transporter erfolgt primär über den freien N-Terminus, der mit einem Glutamylrest am 
Transporter wechselwirkt, sowie über Histidylreste, die mit der Peptidbindung bzw. der C-
terminalen Carboxylgruppe wechselwirken (Bailey et al., 2000, Abbildung 2-13). Anschlie-
ßend erfolgt die Konformationsänderung des geladenen Carriers (Schritt 3), bei der Proton 
und Peptid ins Zellinnere transloziert werden. Dort wird erst das Peptid und dann das Proton 
freigesetzt (Schritte 4 und 5). Zuletzt kehrt der entladene Carrier in den Ausgangszustand 
zurück (Schritt 6). Dieser letzte Schritt wird — zumindest bei den Substraten Gly-Sar und 
Cefadroxil — als geschwindigkeitsbestimmend angesehen (Sala-Rabanal et al., 2006).  
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Abbildung 2-15: Transport von Peptiden durch PEPT1 — Phasen der Translokation.  
PEPT1 ist ein Transporter, der Substrate auch dann mit hoher Kapazität transportieren kann, 
wenn die Affinität zum Transporter gering ist. Dies bedeutet, dass in Peptiden gebundene 
Aminosäuren sehr schnell und effizient resorbiert werden können. Studien mit 
β-Lactamantibiotika belegten, dass PEPT1-Inhibitoren mit Ki < 14 mM oral bioverfügbar sein 
können (Bretschneider et al., 1999). Wenn ein Inhibitor eine hohe Affinität zum Transporter 
aufweist, kann daraus jedoch nicht geschlossen werden, dass dieser Inhibitor auch transpor-
tiert wird. Für die Translokation ist eine Änderung der Konformation des Transportproteins 
mit dem gebundenen Inhibitor nötig, die nicht mit allen Inhibitoren gelingt. Gerade die 
strukturellen Eigenschaften, die die Inhibierung bedingen, können hierbei den Transport 
behindern. Der starke Inhibitor Lys[Z(NO2)]-Val (Ki = 2 µM) wird beispielsweise nicht 
transportiert, während das weniger affine Val-Lys[Z(NO2)] (Ki = 70 µM) transportiert wird 
(Knütter et al., 2004). Für die Transportierbarkeit kommt es offenbar entscheidend darauf an, 
in welcher Entfernung vom Peptidrückgrat hydrophobe Substrukturen in der Seitenkette 
positioniert sind (Knütter et al., 2004). Darüber hinaus sind sehr große Inhibitoren mit 
raumfordernden Gruppen aus sterischen Gründen beim Transport benachteiligt (z.B. Trp-Trp-
Trp, Biegel et al., 2006).  
2.4.4 Der Peptidtransporter PEPT 2 
Der Peptidtransporter PEPT2, eine Isoform des PEPT1, wird in verschiedenen Geweben, 
darunter in Niere, Gehirn und Lunge, nicht aber im Darm exprimiert. Im Gegensatz zu PEPT1 
handelt es sich um einen hochaffinen Transporter mit geringer Transportkapazität (Daniel und 
Rubio-Aliaga, 2003). Die strukturellen Anforderungen an Substrate sind ähnlich wie bei 
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PEPT1, allerdings ist PEPT2 wesentlich selektiver hinsichtlich der Auswahl seiner Substrate 
(Biegel et al., 2006). Di- und Tripeptide zeigen eine hohe Affinität, wenn sie (i) freie N- und 
C-Termini haben, (ii) aus L-konfigurierten α-Aminosäuren bestehen und (iii) über trans-
konfigurierte Peptidbindungen verfügen. Aminosäuren und Tetrapeptide werden nicht 
transportiert (Daniel et al., 1992). Je hydrophober ein Substrat ist, desto höher ist die Affinität 
zu PEPT2 (Daniel et al., 1992; Theis et al., 2002; Biegel et al., 2006). 
Im Tubulussystem der Niere zeigen die Peptidtransporter PEPT1 und PEPT2 ein charakteris-
tisches Expressionsmuster. PEPT1 als Transporter mit hoher Transportkapazität wird vor 
allem im vorderen Teil des proximalen Tubulus exprimiert, während PEPT2 im hinteren Teil 
mit hoher Affinität, aber geringer Transportkapazität die Rückresorption von primär filtrierten 
bzw. von membranständigen Hydrolasen freigesetzten Peptiden vervollständigen kann 
(Daniel und Rubio-Aliaga, 2003). 
2.5 Modifizierte Proteine im ernährungsphysiologischen Kontext 
2.5.1 Einfluss der Proteinmodifizierung auf die intestinale Peptidolyse 
2.5.1.1 Beeinflussung der biologischen Wertigkeit 
Bereits in sehr frühen Studien wurde der Einfluss der Erhitzung und Lagerung von Proteinen 
auf die biologische Wertigkeit untersucht, d.h. die Effizienz, mit der Nahrungsprotein in 
Körperprotein umgesetzt werden kann. Die Erhitzung von Magermilchpulver bzw. isolierten 
Lebensmittelproteinen führt zu einer Verminderung der Löslichkeit, Verdaubarkeit und 
biologischen Wertigkeit von Proteinen bei Ratten (McCollum und Davis, 1915; Mecham und 
Olcott, 1947), die durch Supplementierung der essentiellen Aminosäure Lysin ausgeglichen 
werden kann (Greaves et al., 1938). Henry et al. (1946) führten die Nährwertminderung u.a. 
auf die durch die Maillard-Reaktion verursachte Lysinmodifizierung zurück. 
Finot et al. (1977b) und Finot und Magnenat (1981) zeigten, dass in Lebensmitteln enthaltene 
Schiff’sche Basen beim sauren pH-Wert des Magens hydrolysiert werden, so dass das 
enthaltene Lysin verfügbar ist (Finot, 2005). Das AP N-ε-Fructoselysin 1 kann von Ratten 
jedoch nicht als Lysinquelle genutzt werden (Finot et al., 1977b). Die essentielle Aminosäure 
Lysin wird also bereits während der frühen Maillard-Reaktion nicht nur transient modifiziert, 
sondern sogar „blockiert“. Deshalb wurde für Säuglingsnahrung gefordert, einen Richtwert 
von 15% Lysinblockierung nicht zu überschreiten (Großklaus et al., 1986). Auch LAL 61 
kann von Ratten nicht als Lysinquelle genutzt werden, von Küken nur zu einem geringen Teil. 
Beide Tierarten können dagegen LAN 63 zu 50% als Cysteinquelle verwerten (Robbins et al., 
1980). 
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2.5.1.2 Beeinträchtigung der Proteolyse 
Die chemischen Veränderungen, die Nahrungsproteine während der Lebensmittelverarbeitung 
erfahren (vgl. Kap. 2.1), können dazu führen, dass Spaltstellen von Proteasen maskiert 
werden. Durch die Bildung von MRP an Lysin- und Argininresten werden beispielsweise die 
Stellen modifiziert, bei denen Trypsin und Carboxypeptidase B zur Spaltung der Polypeptid-
kette mit einem Protein wechselwirken. Carboxypeptidase B kann zwar Lysin von Hippuryl-
lysin (Bz-Gly-Lys) abspalten, aber nicht die freien AP aus den AP des Hippuryllysins (Krause 
et al., 2003). Des Weiteren können Wechselwirkungen mit Peptidasen behindert werden, 
wenn die normalerweise L-konfigurierten C-Atome im Peptidrückgrat racemisiert vorliegen 
(Krause und Schmidt, 1974; Krause und Freimuth, 1985). D-Aminosäuren in Peptiden 
behindern zudem den Abbau von Peptiden durch Carboxypeptidase A und Leucin-
Aminopeptidase (Schechter und Berger, 1966). Die Quervernetzung von Proteinen, resultiere 
sie aus Alkalibehandlung, Maillard-Reaktion, Behandlung mit Transglutaminase oder Thiol-
Disulfidaustausch, kann die Zugänglichkeit der Polypeptidketten einschränken (Chung et al., 
1986; Reddy et al., 1988; Desrosiers et al., 1989; Savoie et al., 1991). In allen Fällen wird die 
Bildung resorbierbarer Einheiten verzögert oder verhindert und die Verdaubarkeit damit 
eingeschränkt. Auch niedermolekulare MRP (z.B. Pyrralin 33) sollen einzelne Verdauungsen-
zyme leicht inhibieren können (Öste et al., 1986, 1987). 
Für einzelne Proteine wurde nach Modifizierung auch eine Verbesserung der Verdaubarkeit 
gezeigt. So steigt die Geschwindigkeit der tryptischen Hydrolyse von α-Lactalbumin, β-
Lactoglobulin und Ovalbumin nach Alkalibehandlung (Krause und Freimuth, 1985). Für AP-
modifiziertes β-Lactoglobulin (60% Lysinblockierung) wurde eine Verbesserung der in-vivo-
Verdaubarkeit gezeigt (Yamaguchi et al., 2007). 
2.5.1.3 Beeinflussung der Freisetzung von Aminosäuren 
In einer Studie an Schweinen fanden Rérat et al. (2002), dass die Resorbierbarkeit von 
Aminosäuren im Durchschnitt um 15% gesenkt wird, wenn walzengetrocknetes Milchpulver 
(50% Lysinblockierung als Lactuloselysin) verfüttert wird. Die Beeinträchtigung der Resor-
bierbarkeit war nicht für alle Aminosäuren gleich; am stärksten waren Lysin und die 
verzweigtkettigen Aminosäuren (Ile, Val, Leu) betroffen. Die Freisetzbarkeit der aromati-
schen Aminosäuren war dagegen kaum verändert. Beim Vergleich der ilealen Verdaubarkeit 
von unerhitzten bzw. erhitzten Mischungen aus Casein und Glucose kamen Moughan et al. 
(1996) zu ähnlichen Ergebnissen.  
Diese in vivo bestimmten Unterschiede konnten auch in vitro für die Freisetzbarkeit von 
Aminosäuren bestimmt werden, wenn der simulierten gastrointestinalen Verdauung eine 
Fraktionierung (z.B. Dialyse, Gelpermeationschromatographie) angeschlossen wurde. Bereits 
in hitzebehandelten Proteinen (18 h, 135–145 °C) ist die Freisetzbarkeit von Lysin, Methionin 
und Isoleucin verschlechtert (Ford und Salter, 1966). Aus stark hitzebehandelten Milchpro-
dukten (Kondensmilch) ist Lysin in vitro schlechter in resorbierbare Einheiten freisetzbar als 
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aus weniger stark behandelten (sprühgetrocknetes Milchpulver), während die Freisetzbarkeit 
von Tyrosin und Tryptophan auch hier unverändert war (Mauron et al., 1955). Die ähnlichen 
Ergebnisse zur Freisetzbarkeit in vitro und der Resorbierbarkeit in vivo legen bereits den 
Schluss nahe, dass die Freisetzung von Aminosäuren während der luminalen Peptidolyse die 
entscheidende Voraussetzung für die Resorption darstellt. Dies konnten Galibois et al. (1989) 
in vergleichenden Studien belegen. 
Nur wenige Studien beschäftigten sich mit der Freisetzung der modifizierten Aminosäuren. 
Fructoselysin 1 wird in vitro aus hitzebehandeltem Milchprotein zu 28,2 bis 92,8% in kurzket-
tige Peptide freigesetzt, jedoch nicht als freie Aminosäure (Finot und Magnenat, 1981). Je 
höher die Lysinblockierung, desto weniger Fructoselysin 1 wird freigesetzt. Zur Freisetzung 
von LAL 61 gibt es widersprüchliche Ergebnisse: Savoie et al. (1991) fanden nur 1–3% des 
LAL 61 nach in-vitro-Verdauung in kurzkettigen Peptiden, während Finot et al. (1977a) 
ebenfalls in vitro bedeutend größere Mengen von 26–55% LAL 61 in kurzkettigen Peptiden 
beobachteten. Je höher der LAL-Gehalt der Proteine, desto geringer war jeweils die anteilige 
Freisetzung in die niedermolekulare Fraktion (Finot et al., 1977a; Savoie et al., 1991). 
Aufgrund der starken methodischen Differenzen (unterschiedlich stark modifizierte Proteine, 
unterschiedliche Proteasen, unterschiedliche Methoden zur Abtrennung der niedermolekula-
ren Peptidfraktion) sind die in der Literatur durchgeführten Studien insgesamt schwer zu 
vergleichen. Insbesondere wurden bisher keine Studien durchgeführt, in denen die Verdau-
barkeit nativer und verschiedener definiert modifizierter Proteine direkt vergleichen wurde, 
etwa um zu ermitteln, welcher Aspekt der posttranslationalen Modifizierung (Maskierung von 
Spaltstellen, Quervernetzung, Racemisierung) den wesentlichen Einfluss auf die Verminde-
rung der Verdaubarkeit ausübt. 
2.5.2 Physiologische Effekte alimentärer AGEs und CLAS 
2.5.2.1 Toxische Wirkungen von AGEs 
Die toxischen Wirkungen erhitzter Lebensmittel und der darin enthaltenen AGEs werden in 
der Literatur kontrovers diskutiert, und es ist auf Basis der Literaturdaten noch nicht möglich, 
endgültige Schlüsse zu ziehen (Somoza, 2005; Maslo, 2006; Henle, 2007). In stark erhitzten 
Lebensmitteln (z.B. nach Grillen, Braten, Frittieren) lassen sich Acrylamid 72, heterocycli-
sche aromatische Amine (z.B. 2-Amino-3,8-Dimethylimidazo[4,5-f]chinoxalin, MeIQx 73), 
N-Nitrosamine vom Typ 74 und polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe nachweisen 
(Abbildung 2-16), deren Mutagenität im Tierversuch erwiesen ist, deren Konzentrationen in 
Lebensmitteln jedoch gering ist (Jägerstad und Skog, 2005). Für MeIQx 73 beispielsweise 
liegen diese Konzentrationen weit unter denen, für die eine mutagene Wirkung nachgewiesen 
werden konnte (Hoshi et al., 2004). Omura et al. (1983) gelang es durch Fraktionierung von 
erhitzten Aminosäure-Zucker-Gemischen, unter anderem HMF 18 und Pyrralin 33 als im 
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Ames-Test mutagene MRP zu identifizieren. Die im Ames-Test mutagene Wirkung des HMF 
bedeutet jedoch kein ernsthaftes Gesundheitsrisiko (Janzowski et al., 2000).  
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Abbildung 2-16: In Lebensmitteln nachgewiesene Stoffe mit toxischer oder chemoprotektiver 
Wirkung.  
In einer Humanstudie stellten Koschinsky et al. (1997) fest, dass AGEs aus Lebensmitteln 
vom menschlichen Körper resorbiert werden und einen bedeutenden Teil der in vivo zirkulie-
renden AGEs darstellen (Uribarri et al., 2005; Cai et al., 2008). Daher wurde vermutet, dass 
nicht nur die endogen gebildeten, sondern auch alimentäre AGEs („Glycotoxine“) Risikofak-
toren bei Diabetes oder Urämie darstellen (Koschinsky et al., 1997; Vlassara und Palace, 
2002; Lin et al., 2003; Uribarri et al., 2007a; Vlassara und Striker, 2007), nephrotoxische 
Effekte (Šebeková et al., 2005), oxidativen Stress und einen leichten Entzündungszustand 
auslösen sowie Atherosklerose fördern können (Šebeková und Somoza, 2007). Bereits eine 
einzige AGE-reiche Mahlzeit soll dabei eine akute Gefäßdysfunktion verursachen (Uribarri et 
al., 2007b). Durch den diaplazentaren Übergang von AGEs sollen bereits ungeborene Kinder 
für Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes prädisponiert werden (Mericq et al., 2010). Auf 
Basis dieser Studien werden vor allem Diabetiker angehalten, weniger AGEs mit der Nahrung 
aufzunehmen (Goldberg et al., 2004; Šebeková und Somoza, 2007; Uribarri et al., 2010).  
All diese Wirkungen sollen von den alimentären AGEs auch über AGE-Rezeptoren (vgl. Kap. 
2.2.1.2) ausgelöst werden (Cai et al., 2002; Uribarri et al., 2005). Die bei der intestinalen 
Proteinverdauung entstehenden freien Maillard-modifizierten Aminosäuren und Peptide, 
sollten sie in nennenswerten Mengen resorbiert werden, können jedoch wahrscheinlich nicht 
an RAGE binden (Heizmann, 2007). Die Aussagekraft vieler Studien ist zudem dadurch 
eingeschränkt, dass die in-vivo-Effekte nicht allein auf die Bildung von AGEs zurückgeführt 
werden können. Die AGEs in den o.g. Studien wurden stets mit dem in der Kritik stehenden 
ELISA-Test gemessen (Teerlink et al., 2004; Tessier und Niquet, 2007; Buetler et al., 2008; 
Assar et al., 2009) und oft durch drastische Erhitzungsmethoden (z.B. Frittieren, Autoklavie-
ren) angereichert. Hierbei kann sich neben AGEs eine Vielzahl anderer Stoffe bilden (z.B. 
Acrylamid 72, Lipidperoxidationsprodukte), daneben bauen sich Vitamine ab (Heizmann, 
2007; Buetler und Henle, 2009; Stirban, 2010), vor allem Thiamin als besonders hitzelabiles 
Vitamin (Kwok et al., 1998; Ahmed und Thornalley, 2007).  
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2.5.2.2 Chemoprotektive Wirkungen von AGEs 
Neben den toxischen wurden auch positive und protektive Wirkungen einzelner Stoffe gezeigt 
(Van Boekel et al., 2010). Die Aktivität chemoprotektiver Enzyme wie der Glutathion-S-
Transferase bzw. der UDP-Glucuronyl-Transferase in Niere bzw. Leber von Versuchstieren 
steigt, wenn diese 15 Tage lang mit Malz, Brotkruste oder einem gezielt glykierten Protein 
(mit Pronyllysin 36 modifiziertes BSA) gefüttert werden. Zudem steigt die antioxidative 
Kapazität des Plasmas (Somoza et al., 2005). Es gelang, diese chemopräventiven Wirkungen 
teilweise auf die definierten Strukturen N-Methylpyridinium 75 (Abbildung 2-16) und 
Pronyllysin 36 zurückzuführen (Lindenmeier et al., 2002; Somoza et al., 2003; Somoza, 
2005).  
Melanoidine können als Antioxidantien wirken (Borrelli et al., 2002) und das Wachstum der 
Darmmikrobiota beeinflussen (Ames et al., 1999). Für Melanoidine werden daher chemoprä-
ventive und präbiotische Wirkungen diskutiert (Borrelli et al., 2002, 2003; Morales et al., 
2011). 
2.5.2.3 Potentielle Toxizität von alimentärem Lysinoalanin 
Von den alimentären CLAS wurde bisher lediglich LAL 61 im Hinblick auf pathophysiologi-
sche Effekte untersucht. Woodard und Short (1973) führten als erste eine Vergrößerung der 
Kerne und des Cytoplasmas der Nierenzellen (Nephrocytomegalie) von Ratten, die mit 
alkalibehandeltem Sojaprotein gefüttert wurden, auf die Anwesenheit von LAL 61 zurück. 
Die Nephrocytomegalie wurde durch freies LAL 61 induziert, wenn es in Anteilen über 
100 mg/kg Futter aufgenommen wurde und war reversibel (Friedman, 1999). Durch protein-
gebundenes LAL 61 traten dagegen auch bei 6000 mg/kg Futter keine Veränderungen auf (De 
Groot et al., 1976). Die Neprocytomegalie wurde bei anderen Tierarten (z.B. Maus, Hamster, 
Hund) nicht beobachtet (Gould und MacGregor, 1977). Als Ursachen für die Empfindlichkeit 
der Ratte in Bezug auf LAL 61 wurde die vergleichsweise starke Retention von LAL 61 und 
seinen Metaboliten (vgl. Kap. 2.5.3) in der Niere diskutiert (Finot et al., 1977a). Nephrotoxi-
sche Wirkungen wurden auch für D-Serin nachgewiesen, das ebenfalls während der Alkalibe-
handlung gebildet wird (Kaltenbach et al., 1979). 
Aufgrund der relativ geringen Gehalte des LAL 61 in Lebensmitteln ist es unwahrscheinlich, 
dass es beim Menschen zu den beobachteten Nierenveränderungen kommt (Gould und 
MacGregor, 1977). Dennoch wurde vom Bundesgesundheitsamt eine Stellungnahme heraus-
gegeben, nach der bei guter Herstellungspraxis in Säuglingsfertignahrung ein LAL-Gehalt 
von 200 bzw. 1000 mg/kg Protein in trockenen bzw. flüssigen Lebensmitteln nicht überschrit-
ten werden sollte (Großklaus et al., 1986). Wie bei den MRP werden auch für die Alkalibe-
handlung von Lebensmitteln positive Aspekte diskutiert. So soll alimentär zugeführtes 
DHA 55 einen Schutz vor Darmkrebs darstellen, da es bei Ratten die Bildung aberranter 
Krypten im Dickdarm hemmen kann (Corpet et al., 2008). 
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2.5.2.4 Mögliche evolutionäre Bedeutung der Lebensmittelverarbeitung 
Auf den ersten Blick sind also mit der Lebensmittelverarbeitung, vor allem mit Erhitzungs-
prozessen, vor allem nachteilige Effekte verbunden (Nährwertminderung, Bildung potentiell 
toxischer Substanzen). Stellt man die Effekte jedoch in einen größeren Kontext, so ergibt sich 
ein differenziertes Bild. Proteine und Stärke in rohen, nicht zubereiteten Lebensmitteln sind 
durch Verdauungsenzyme z.T. nur schwer abbaubar. Zudem können rohe Lebensmittel 
hitzelabile Toxine (Trypsininhibitoren, Lectine) sowie pathogene Mikroorganismen enthalten 
(Van Boekel et al., 2010). Bei einer Ernährung mit rohen Lebensmitteln ist für den Körper 
also wesentlich mehr Energie nötig, um Lebensmittel zu verdauen (Boback et al., 2007) und 
mit den Folgen von Krankheiten fertig zu werden, die durch Pathogene verursacht werden. 
Damit erhöht sich der „Nettoenergiegehalt“ hitzebehandelter Lebensmittel. Einige Autoren 
sehen in dieser Externalisierung des Verdauungsprozesses und der damit verbundenen 
besseren Verfügbarkeit von Energie einen entscheidenden Selektionsvorteil in der Entwick-
lung der Gattung Homo (Carmody und Wrangham, 2009). Die Verschlechterung der körperli-
chen Konstitution von Personen, die sich ausschließlich von rohen Lebensmitteln ernähren, 
legt sogar den Schluss nahe, dass der Mensch physiologisch auf zubereitete Nahrung ange-
wiesen ist (Koebnick et al., 1999; Carmody und Wrangham, 2009).  
Ähnliches gilt für die Alkalibehandlung von Lebensmitteln. Schon die südamerikanischen 
Ureinwohner kochten Mais in Gegenwart von Basen (z.B. Kalk, Holzasche), bevor er zu den 
traditionellen Tortilla-Fladen verarbeitet wurde (Nixtamalisierung). Durch die damit verbun-
dene Quervernetzung und Modifizierung von Aminosäuren sinkt zwar einerseits der Nährwert 
der Proteine; insgesamt überwiegen jedoch die Vorteile der Nixtamalisierung, nämlich die 
evidente Verbesserung der Verfügbarkeit einzelner Inhaltsstoffe wie z.B. des Niacins aus der 
aufgeschlossenen Maismatrix (Katz et al., 1974).  
2.5.3 Resorption, Metabolismus und Exkretion modifizierter Aminosäuren 
2.5.3.1 Exkretion von MRP und CLAS 
Die mit dem Urin bei normaler Ernährung von humanen Probanden täglich ausgeschiedenen 
Mengen an MRP und CLAS sind in Tabelle 2-7 angegeben. Diese können einerseits aus 
exogener Zufuhr oder endogener Bildung stammen. Es stellt sich die Frage, welchen Beitrag 
alimentäre MRP und CLAS an den im Urin gemessenen Gehalten haben, ob sie also biover-
fügbar sind. Für Fructoselysin 1 beispielsweise liegt die renale Ausscheidung deutlich unter 
der exogenen Zufuhr (vgl. Tabelle 2-1), so dass es entweder nicht resorbiert wird oder nach 
Resorption metabolisiert wird. Die Ausscheidung von CML 8, Pyrralin 33 und Pentosidin 47 
dagegen liegt im Bereich der täglichen Zufuhr (vgl. Tabelle 2-2). In der Literatur finden sich 
keine entsprechenden Werte für LAL 61 und Lys(γ-Glu) 53. 
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Tabelle 2-7: Tägliche Ausscheidung modifizierter Aminosäuren durch humane Probanden.  
MRP bzw. CLAS tägliche renale 
Ausscheidung[2] 
Literatur 
Fructoselysin[1] 1 6,0–12,3 mg Erbersdobler et al., 1986; Knecht et al., 1991; Henle et 
al., 2000; Förster, 2006; Schwenger et al., 2006 
CML 8 1,2–3,2 mg Knecht et al., 1991; Friess et al., 2003; Petrovič et al., 
2005; Förster, 2006 
CEL 30 4,7 mg Petrovič et al., 2005 
Pyrralin 33 2,5–5,5 mg Portero-Otín et al., 1997; Aso et al., 2004; Förster, 2006 
Pentosidin 47 5,8–230 µg Aso et al., 2004; Förster et al., 2005 
HAL 62 0,3 mg Fujimoto, 1986 
[1] Werte sind z.T. aus Furosingehalten umgerechnet unter Verwendung der Überführungsfaktoren nach Krause 
et al. (2003). [2] Werte sind z.T. umgerechnet unter Annahme einer täglichen Kreatininausscheidung von 1,46 g 
bzw. 12,9 mmol (Lentner, 1981) und als Spannweiten angegeben. 
Die meisten Erkenntnisse über die Resorption und Exkretion von modifizierten Aminosäuren 
entstammen Bilanzstudien, bei denen eine bekannte Menge von Substanzen peroral zugeführt 
und ihr Verbleib in physiologischen Medien (Blut, Plasma, Urin, Faeces) untersucht wurde. 
Die Bestimmung der Verteilung von Substanzen nach intravenöser Applikation ermöglicht 
daneben Aussagen über die Organverteilung und Exkretion.  
In der Literatur liegen hierzu einzelne Studien vor, in denen die Resorption von AGEs in 
Summe gemessen wurde. Nach Verfütterung von radioaktiv markiertem glykiertem Casein an 
Ratten werden die meisten Lysinderivate der frühen und fortgeschrittenen Maillard-Reaktion 
mit den Faeces ausgeschieden, ein geringer Teil (5–20%) jedoch mit dem Urin — dieser muss 
somit vom Körper resorbiert worden sein. Melanoidine sind praktisch unverdaubar und 
werden nicht resorbiert (Finot und Magnenat, 1981). Koschinsky et al. (1997) zeigten durch 
Anwendung der ELISA-Technik mit einem für CML-Epitope spezifischen Antikörper, dass 
etwa 10% der in Lebensmitteln messbaren Immunoreaktivität in die Zirkulation übergehen. In 
keiner der Studien wurden die transportierten MRP strukturell identifiziert.  
2.5.3.2 Verdauung, Resorption und Metabolismus von Amadori-Produkten  
Verdauung von Amadori-Produkten 
AP von Maltooligosacchariden (z.B. Maltuloselysin) können von α-Glucosidasen, die an der 
Bürstensaummembran exprimiert werden, bis zum Fructoselysin abgebaut werden, während 
Lactuloselysin nicht hydrolysiert werden kann (Seidowski, 2010). Freies Fructoselysin 1 und 
glykierte Proteine können von der intestinalen Mikrobiota abgebaut werden (Erbersdobler et 
al., 1970; Erbersdobler und Faist, 2001). In E. coli wurde beispielsweise ein zweistufiges 
Enzymsystem charakterisiert, das Fructoselysin 1 zu Lysin und Glucose-6-phosphat umsetzen 
kann (Wiame et al., 2002).  
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Resorption von Amadori-Produkten 
Nach alimentärer Aufnahme von freiem Fructoselysin 1 scheiden Ratten ca. 60% der Verbin-
dung mit dem Urin aus (Finot und Magnenat, 1981). Werden proteingebundene AP appliziert, 
so liegt die Wiederfindung im Urin bei ca. 5–15%, wobei Fructoselysin 1 als freie Aminosäu-
re vorliegt. Somoza et al. (2006) reicherten selektiv Fructoselysin 1 in Casein an und stellten 
fest, dass Ratten unabhängig von der zugeführten Dosis etwa 3% intaktes Fructoselysin 1 mit 
dem Urin und 1% mit den Faeces ausscheiden. Schweine, die mit walzengetrocknetem 
Milchpulver gefüttert werden, scheiden ca. 20% des aufgenommenen AP mit dem Urin aus, 
weitere 4% mit den Faeces (Rérat et al., 2002).  
Erbersdobler et al. (1986) berechneten mit Daten aus Humanstudien eine minimale Aus-
scheidung von etwa 3 mg Fructoselysin 1 pro Tag, die nicht ernährungsbedingt ist, sondern 
aus endogener Synthese resultieren muss. Dieses Grundlevel konnte von Förster et al. (2005) 
und Schwenger et al. (2006) bestätigt werden, die in ihren Studien die Ausscheidung des 
Fructoselysins 1 bei MRP-freier Diät maßen. Ein Teil des renal ausgeschiedenen Fructosely-
sins 1 (Tabelle 2-7) muss also aus der Nahrung stammen. In Bilanzstudien an gesunden 
Freiwilligen (Erbersdobler et al., 1986, 1991; Lee und Erbersdobler, 1994; Henle et al., 
2000; Förster et al., 2005; Schwenger et al., 2006), denen eine bekannte Menge Fructose-
lysin 1 oder Lactuloselysin in proteingebundener Form zugeführt wurde, konnten stets nur 2–
3% der aufgenommenen Dosis als niedermolekulares AP im Urin wiedergefunden werden. 
Diese Menge wird innerhalb von 12 h nach Aufnahme ausgeschieden (Erbersdobler et al., 
1991; Erbersdobler und Faist, 2001). Auch über die Faeces werden nur zwischen 1 und 6% 
ausgeschieden (Erbersdobler et al., 1991; Lee und Erbersdobler, 1994). In der Literatur gibt 
es keine Humanstudien zur Resorption des freien Fructoselysins 1. Damit ist wie in den 
Versuchen an Ratten der Verbleib von über 90% des alimentär aufgenommenen proteinge-
bundenen Fructoselysins 1 ungeklärt (Erbersdobler und Faist, 2001). Beim Abbau der 
Verbindung kommt wahrscheinlich der intestinalen Mikrobiota die wesentliche Rolle zu 
(Erbersdobler et al., 1970). 
Ein aktiver Transport des freien Fructoselysins 1 durch Aminosäure- und Peptidtransporter 
der Caco-2-Zelllinie konnte von Grunwald et al. (2006) widerlegt werden. Die Resorption in 
vivo sollte durch einfache Diffusion erfolgen (Erbersdobler et al., 1974; Grunwald et al., 
2006). Fructoselysin 1 kann bei Meerschweinchen auch diaplazentar auf den Fötus übergehen 
(Erbersdobler et al., 1974; Chelius et al., 1976).  
Metabolismus von Amadori-Produkten 
Fructoselysin 1 kann unter physiologischen Bedingungen zu CML 8 abgebaut werden (Knecht 
et al., 1991; Zyzak et al., 1995). Auch dies kann jedoch keinen wesentlichen Teil des Abbaus 
des alimentären Fructoselysins 1 erklären, da die tägliche CML-Ausscheidung noch unter der 
des Fructoselysins 1 liegt (vgl. Kap. 2.5.3.3).  
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Mehrere Studien an Ratten bestätigen, dass alimentär zugeführtes Fructoselysin 1 sich z.T. 
erheblich in den Nieren anreichern kann (Finot und Magnenat, 1981; Hultsch et al., 2006; 
Somoza et al., 2006). Intravenös verabreichtes N-α-[18F]fluorbenzoyliertes Fructoselysin 1 
kann in der Rattenniere in vivo phosphoryliert werden (Hultsch et al., 2006). Brown et al. 
(2003) postulierten, dass alimentär zugeführtes Fructoselysin 1 auch in der menschlichen 
Niere deglykiert werden kann. 
2.5.3.3 Resorption und Metabolismus von AGEs 
Bei den AGEs ist vor allem der metabolische Transit des CML 8 gut untersucht. In einer 
Humanstudie zeigte Förster (2006), dass die Ausscheidung von CML 8 beim Übergang auf 
eine MRP-freie Ernährung auf ca. 0,5 mg/d zurückgeht, wobei es sich, ähnlich wie beim 
Fructoselysin 1, um ein durch endogene Bildung bedingtes Basislevel handeln könnte. Bei 
Aufnahme von CML-haltigen Lebensmitteln stieg die renale Ausscheidung des Derivates 8 
tendenziell an, jedoch unter starken interindividuellen Schwankungen. Auch Birlouez-Aragon 
et al. (2010) zeigten, dass die renale Ausscheidung von CML 8 signifikant sinkt, wenn 
signifikant weniger CML 8 mit der Nahrung zugeführt wird.  
In Interventionsstudien an Ratten wurde alimentär aufgenommenes proteingebundenes 
CML 8 zu 4–30% als freies Derivat im Urin wiedergefunden (Liardon et al., 1987; Ahmed et 
al., 2005b; Somoza et al., 2006) und bis zu 22% über die Faeces ausgeschieden (Somoza et 
al., 2006). Wie Bergmann et al. (2001) nach intravenöser Applikation von [18F]fluor-
benzoyliertem CML 8 und CEL 30 an Ratten feststellten, werden CML 8 und CEL 30 so 
schnell mit dem Urin ausgeschieden, dass nach einer möglichen Resorption eine Wechselwir-
kung mit biochemischen Systemen in vivo nicht sehr ausgeprägt sein kann. Eine Metabolisie-
rung wurde nicht festgestellt. Bei humanen Säuglingen beobachteten Šebeková et al. (2008) 
eine Wiederfindung von ca. 10% des über Formelnahrung zugeführten Derivates 8 im Urin. 
Der größte Teil der renalen Ausscheidung des Pyrralins 33 lässt sich auf alimentäre Zufuhr 
zurückführen (Förster et al., 2005). Bei Übergang von normaler auf eine MRP-freie Diät sank 
die Ausscheidung nach 1–2 Tagen um etwa 90% auf ein Basislevel von 0,3–0,4 mg/d. Nach 
Zufuhr von Mahlzeiten, in denen proteingebundenes Pyrralin 33 enthalten war, stieg die 
renale Exkretion des Pyrralins 33 wieder, wobei innerhalb von 1–2 Tagen 60–100% des 
applizierten Pyrralins 33 im Urin wiedergefunden wurden (Förster und Henle, 2003; Förster 
et al., 2005). Daraus lässt sich ableiten, dass das proteingebundene Pyrralin 33 im Gastroin-
testinaltrakt aus Proteinen freigesetzt und resorbiert wird. 
Für Pentosidin 47 beobachteten Förster et al. (2005) beim Übergang von normaler auf MRP-
freie Kost einen Rückgang der Ausscheidung von 6 µg/d auf 3 µg/d. Wird über die Nahrung 
proteingebundenes Pentosidin 47 appliziert (z.B. in Salzstangen), so werden nur ca. 1–3% als 
freies Derivat im Urin wiedergefunden, während die Wiederfindung ca. 100% beträgt, wenn 
Pentosidin 47 in Lebensmitteln verabreicht wird, in denen es in freier Form vorliegt (z.B. 
Kaffee). Diese Effekte lassen sich vermutlich durch eine begrenzte proteolytische Freisetzung 
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des quervernetzenden Pentosidins 47 während der gastrointestinalen Verdauung erklären 
(Förster et al., 2005). Intravenös appliziertes Pentosidin 47 wird von gesunden Ratten schnell 
renal ausgeschieden (Miyata et al., 1996). Nach Gabe von 400 nmol Pentosidin 47 p.o. konnte 
ein Übergang ins Plasma bestimmt werden, der im Bereich von ca. 2% liegt. Nach i.v. Gabe 
von radioaktiv markiertem Pentosidin 47 an Ratten fanden Miyata et al. (1998) zwar 80% der 
Radioaktivität im Urin wieder, allerdings handelte es sich dabei hauptsächlich um Metaboli-
ten, die z.T. nach tubulärer Rückresorption in der Niere gebildet werden sollen. 
2.5.3.4 Resorption und Metabolismus von CLAS 
Nach Aufnahme von proteingebundenem LAL 61 erscheint beim Menschen ca. 1% als freies 
Derivat im Urin, und etwa 65% werden mit den Faeces ausgeschieden (Lee und Erbersdobler, 
1994). Die restlichen 35% wurden nicht wiedergefunden. Ratten scheiden nach Aufnahme 
von proteingebundenem LAL 7–65% in den Faeces und 0,2–24,5% im Urin aus (De Groot et 
al., 1976; Finot et al., 1977a; Somoza et al., 2006). Wurde es dagegen in freier Form verab-
reicht, lag die Wiederfindung im Urin bei 26–64%, mit den Faeces wurden 10–34% ausge-
schieden (Finot et al., 1977a; Struthers et al., 1980). Daraus lässt sich schließen, dass 
LAL 61, ähnlich wie die CLAS Pentosidin 47, während der gastrointestinalen Verdauung 
relativ schlecht aus Proteinen freigesetzt wird (Gould und MacGregor, 1977). Neben freiem 
LAL 61 wurden über zehn Metabolite im Rattenurin bestimmt, die meisten davon stellen 
acetylierte Derivate dar (Finot et al., 1977a), z.B. das in Abbildung 2-17 gezeigte Produkt 75, 
das aufgrund des geringen Acetylierungsgrades nur sehr schlecht ausgeschieden wird und sich 
in der Niere der Ratte anreichert (vgl. Kap. 2.5.2.3). Durch weitere Acetylierung an einer oder 
beiden α-Aminogruppen wird die Ausscheidung verbessert (Finot et al., 1977a). Der Bi-
cyclus 76 und die Piperidinderivate 77 und 78 wurden in vitro als weitere Metaboliten 
identifiziert (Leegwater und Tas, 1980). Ratten bauen LAL 61 in der Niere auch zu Lysin ab 
(Struthers et al., 1980). Daneben können auch einige Mikroorganismen LAL 61 als Lysin-
quelle nutzen (z.B. E. coli, A. niger), so dass auch die intestinale Mikrobiota am Abbau von 
LAL 61 beteiligt sein kann, was die „Lücke“ in der Wiederfindung erklären kann (Friedman, 
1999). 
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Abbildung 2-17: In vitro und in vivo nachgewiesene Metaboliten des Lysinoalanins 61. 
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Die Isopeptidbindung in Lys(γ-Glu) 53 wird von gastrointestinalen Peptidasen nicht gespalten 
(Seguro et al., 1995). In Fütterungsversuchen konnte Lys(γ-Glu) 53 bei Ratten im Urin nicht 
und in den Faeces nur zu 0,3–0,5% wiedergefunden werden (Seguro et al., 1996b). Im Plasma 
von Hühnern wurden nach oraler Applikation ebenfalls nur 0,4–0,5% der Verbindung 
bestimmt. Lys(γ-Glu) 53 kann von Ratten intakt resorbiert und in den Nieren metabolisiert 
werden (Raczyński et al., 1975). Es kann von Ratten und Hühnern als Lysinquelle verwendet 
werden (Waibel und Carpenter, 1972). Ob allerdings die Metabolisierung, für die möglicher-
weise die Enzyme γ-Glutamyltranspeptidase und γ-Glutamylcyclotransferase verantwortlich 
sind (Fink et al., 1980; Seguro et al., 1995), überhaupt stattfindet, hängt offenbar davon ab, 
ob die Aminosäurereste frei vorliegen oder in Peptiden gebunden sind (Hultsch et al., 2005). 
Zu Resorption und Metabolismus von Lys(γ-Glu) 53 liegen keine Humanstudien vor. 
Fazit 
Die in der Literatur durchgeführten Studien zur Resorption von individuellen MRP und 
Crosslink-Aminosäuren zeigen, dass diese Produkte hinsichtlich ihrer Resorptions-
eigenschaften nicht als homogene Substanzklasse betrachtet werden können. Von Ratten 
werden modifizierte Aminosäuren zum Teil recht gut resorbiert, wenn sie als freie Derivate 
verabreicht werden. Die Resorptionsrate nach Gabe der proteingebundenen Verbindungen ist 
zwar geringer als nach Gabe der freien Verbindung, aber meist höher als beim Menschen. 
Dies kann sowohl an unzureichender Freisetzung der Verbindung während der gastrointesti-
nalen Verdauung liegen als auch daran, dass die Verbindungen die humane intestinale 
Barriere nicht passieren können. Grunwald et al. (2006) konnte in diesem Zusammenhang 
bereits zeigen, dass Fructoselysin 1, CML 8 und LAL 61 als freie Aminosäuren nicht von 
intestinalen Aminosäure- und Peptidtransportern transportiert werden können. Es ist jedoch 
denkbar, dass modifizierte Aminosäuren in Peptiden gebunden vom Peptidtransporter PEPT1 
transportiert werden. Dazu müssen sie während der gastrointestinalen Verdauung wenigstens 
zu Di- bis Tripeptiden freisetzbar sein.  
Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit zu ermitteln, (i) welche Auswirkungen die Bildung 
von MRP und CLAS in Casein auf dessen Verdaubarkeit hat, (ii) inwieweit proteingebundene 
MRP und CLAS während der gastrointestinalen Verdauung als kurzkettige Peptide oder freie 
Aminosäuren freigesetzt werden, (iii) ob solcherart modifizierte Aminosäuren und Dipeptide 
mit intestinalen Transportsystemen wechselwirken und von ihnen transportiert werden können 
und (iv) ob es am Nierenepithel zur Rückresorption modifizierter Aminosäuren und Peptide 
kommen kann. 
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3 Materialien und Methoden 
3.1 Chemikalien, Materialien und Geräte 
3.1.1 Chemikalien 
Tabelle 3-1: Verwendete Chemikalien. 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
1-Butanol reinst, 0772 Applichem, Darmstadt 
2,3,3-Trichlortetrahydropyran ≥ 97%, 278640100 Acros, Geel, Belgien 
2,3,5-Triphenyl-2H-
tetrazoliumchlorid 
für die Bakteriologie 
Feinchemie K.-H. Kallies, 
Sebnitz 
3-Chlorpentan-2,4-dion 227153 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ac-Cys ≥ 99%, 01039 Fluka, Taufkirchen 
Ac-DHA-OMe 98%, 317519 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aceton p.a. Fisher Scientific, Schwerte 
Acetonitril HPLC grade, 20060.320 VWR, Darmstadt 
Ala-OtBu Hydrochlorid E-1325 Bachem, Weil am Rhein 
Ala-Lys Hydrochlorid > 99%, G-1290 Bachem, Weil am Rhein 
Ameisensäure 99%, 10123 Grüssing, Filsum 
Aminopeptidase M 
(Schweineniere) EC 3.4.11.2 
11 U/mg Protein, 10102768001 Roche Diagnostics, Mannheim 
Ammoniak 25%, p.a. Merck, Darmstadt 
Ammoniumacetat p.a., 1.01116 Merck, Darmstadt 
Ammoniumformiat 99%, 10683 Grüssing, Filsum 
Angiotensin I ≥ 90%, A-9650 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Arginin Ultra, ≥ 99,5%, 11009 Fluka, Taufkirchen 
Benzylbromid 99%, AV 13535 ABCR, Karlsruhe 
Boc-Ala-Arg 95,1%, Auftragssynthese IRIS Biotech, Marktredwitz 
Boc-Ala-His 98,7%, Auftragssynthese IRIS Biotech, Marktredwitz 
Boc-Ala-Lys 96,2%, Auftragssynthese IRIS Biotech, Marktredwitz 
Boc-Ala-OSu puriss., 15385 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Boc-Arginin Hydrochlorid ≥ 98%, 15063 Fluka, Taufkirchen 
Boc-Glu(OSu)-OBzl A-2530 Bachem, Weil am Rhein 
Boc-His ≥ 99%, 15426 Fluka, Taufkirchen 
Boc-His-Ala 96,1%, Auftragssynthese IRIS Biotech, Marktredwitz 
Boc-Lys > 99%, 15456 Fluka, Taufkirchen 
Boc-Lys-Ala 98,6%, Auftragssynthese IRIS Biotech, Marktredwitz 
Boc-Orn A-2865 Bachem, Weil am Rhein 
Boc-Ser-OBzl 99,2%, BAA 1202 IRIS Biotech, Marktredwitz 
Borsäure 99,5%, 10207 Grüssing, Filsum 
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Bradykinin-Acetat ≥ 98%, B-3259 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Brenztraubensäure p.s., ≥ 98%, 820170 Merck, Darmstadt 
Butanon  99%+ Acros, Geel, Belgien 
Calciumchlorid-Dihydrat 99,5%, 10234 Grüssing, Filsum 
Casein 
Natriumcaseinat aus Rohmilch, Methode 
nach Siegl (2003) 
Matthes, 2007 
Cellulose mikrokristallin, 20–160 µm, 1.023310 Merck, Darmstadt 
CHAPS 10436710 Molekula, Shaftesbury, UK 
Chloroform p.a. Biesterfeld, Hamburg 
Chloroform-d1 99,8 Atom-% D, 151823 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Citronensäure wasserfrei, 99%, 10256 Grüssing, Filsum 
Cytochrom c (Schweineherz) 250600 Merck, Darmstadt 
Deuteriumoxid 99,9 Atom-% D, 151882 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dextranblau  Serva, Heidelberg 
Dichlormethan (DCM) HPLC grade, 23373.290, für Synthesen VWR, Darmstadt 
Dichlormethan (DCM) p.a. Biesterfeld, Hamburg 
Diethylether p.a. Biesterfeld, Hamburg 
Diisopropylethylamin (DIPEA) > 98%, 800894 Merck, Darmstadt 
Dimethylformamid (DMF) wasserfrei, auf Molsieb, ≥ 99,8%, 40248 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO) wasserfrei, ≥ 99,9%, 472301 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dimethylsulfoxid-d6 (DMSO-d6) 99,9 Atom-% D, 547239 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dinatriumhydrogenphosphat-
Dihydrat 
p.a. Ferak, Berlin 
Di-tert-butyl-dicarbonat ≥ 98%, 34660 Fluka, Taufkirchen 
Eisessig 100%, 20104.298 VWR, Darmstadt 
Ethanol 96%, vergällt mit Petrolether Berkel, Berlin 
Ethylacetat p.a. VWR, Darmstadt 
Fmoc-Arg-Ala 96,1%, Auftragssynthese IRIS Biotech, Marktredwitz 
D-Galaktose research grade, 22020 Serva, Heidelberg 
Galle, Schwein, lyophilisiert B 8631 Sigma-Aldrich, Steinheim 
D-Glucose wasserfrei, > 99%, A16828 Alfa Aesar, Karlsruhe 
N-ε-(γ-Glutamyl)-lysin G-1970 Bachem, Weil am Rhein 
Glyoxylsäure Monohydrat purum, ≥ 97%, 50710 Fluka, Taufkirchen 
Hämoglobin (Rinderblut) H-2625 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Harnstoff Ph. Eur., 8486.9029 Merck, Darmstadt 
Heptafluorbuttersäure 99%, A14907 Alfa Aesar, Karlsruhe 
n-Heptan p.a. Grüssing, Filsum 
Insulin (Rinderpankreas) I-5500 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Insulin, B-Kette 
(Rinderpankreas) 
I-6383 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Isopropanol HPLC grade, P/7507/17 Fisher Scientific, Schwerte 
Kaliumcarbonat 99,5%, 12005 Grüssing, Filsum 
Kaliumchlorid 99,5%, 12008 Grüssing, Filsum 
Kaliumdihydrogenphosphat 99,5%, 12017 Grüssing, Filsum 
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Kaliumhydrogensulfat reinst, 99%, 12036 Grüssing, Filsum 
Katalase (Rinderleber) 1.05186  Merck, Darmstadt 
β-Lactoglobulin > 85%, L-2506 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Lactose, wasserfrei Ph. Eur., 17814 Fluka, Taufkirchen 
Lactose Monohydrat Ph. Eur., 8921.1 Carl Roth, Karlsruhe 
Leupeptin-Hemisulfat bakteriell, 94%, L-2884 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Lysozym (Hühnereiweiß) 62971 Fluka, Taufkirchen 
Lys-Ala Dihydrobromid 97%, G-2630 Bachem, Weil am Rhein 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 99%, 12087 Grüssing, Filsum 
Magnesiumnitrat-Hexahydrat 99%, 12091 Grüssing, Filsum 
Magnesiumsulfat, wasserfrei reinst, 99%, 12094 Grüssing, Filsum 
Maltol ≥ 98%, 55849 Fluka, Taufkirchen 
Mesylchlorid (MsCl) 806021 Merck, Darmstadt 
Methanol HPLC grade, 20864.320 VWR, Darmstadt 
Methylglyoxal 40%ige Lösung, M-0252 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Methylglyoxal-Dimethylacetal ≥ 97%, 67035 Fluka, Taufkirchen 
mikrobielle Transglutaminase Activa MP Ajinomoto, Hamburg 
Morpholin p.a., > 98%, 8.06127 Merck, Darmstadt 
Mucin vom Schwein, M 1738 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumacetat-Trihydrat 99,5%, 12113 Grüssing, Filsum 
Natriumacetat, wasserfrei ≥ 99,5%, 71184 Fluka, Taufkirchen 
Natriumcarbonat 1.06395 Merck, Darmstadt 
Natriumchlorid 100%, 27810.295 VWR, Darmstadt 
Natriumcitrat-Dihydrat ≥ 99%, p.a., 1.06430 Merck, Darmstadt 
Natriumcyanoborhydrid ≥ 95%, 8.18053 Merck, Darmstadt 
Natrium-Heptansulfonat 14695433 Molekula, Shaftesbury, UK 
Natriumhydrogencarbonat 12143 Grüssing, Filsum 
Natriumdihydrogenphosphat-
Monohydrat 
99,5%, 12298 Grüssing, Filsum 
Natriumsulfat, wasserfrei 99%, 12174 Grüssing, Filsum 
Natronlauge 32%, 12192 Grüssing, Filsum 
Neurotensin ≥ 90%, N-6383 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ninhydrin ≥ 99%, 30410 Serva, Heidelberg 
Ovalbumin (Hühnereiweiß) Grade V, A-5503 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Palladium auf Aktivkohle 10% Pd (w/w), 205699 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Pankreatin (Schweinepankreas) U.S. P., P1500 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Pepsin (Schweinemagen) 4230 U/mg Protein, P 6887 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Pepsin (Schweinemagen) 10 FIP-U/mg Protein, 1.07192 Merck, Darmstadt 
Petrolether 40–60°C reinst Acros, Geel, Belgien 
Phenylisothiocyanat (PITC) ≥ 98%, p.s., 8.07028.0250 Merck, Darmstadt 
Prolidase (Schweineniere) 106 U/mg Protein, P6675-1kU Sigma-Aldrich, Steinheim 
Pronase E (S. griseus) 4000 PU/mg Protein, 1.07433 Merck, Darmstadt 
Pyridin p.a. 
VEB Petrolchemische 
Kombinate, Schwedt 
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D-Ribose ≥ 98%, W379301 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Reinstwasser 
Purelab plus hauseigene Anlage 
(Mischbettionenaustauscher und Filter 
1 µm), Leitfähigkeit 0,055 µS/cm 
USFilter, Ransbach-Baumbach  
Rinderserumalbumin Fraktion V, A-7906 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Salzsäure 37%, 1.00317 Merck, Darmstadt 
Seesand reinst, 13075 Grüssing, Filsum 
Schwefelsäure 95–97%, p.a. Merck, Darmstadt 
Tetrahydrofuran (THF) p.a., 164240010 Acros, Geel, Belgien 
Triethylamin (TEA) > 99% Acros, Geel, Belgien 
TRIS buffer grade, A1379 Applichem, Darmstadt 
Trypsin (Schweinepankreas) Typ IX-S, 15700 U/mg, T-0303 Sigma-Aldrich, Steinheim 
TSTU 66616169 Molekula, Shaftesbury, UK 
Valyltyrosin (Val-Tyr) V-5626 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Wasserstoff 5.0, > 99,999% H2 Air Liquide, Düsseldorf 
Z-Lys ≥ 99%, 96830 Fluka, Taufkirchen 
3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 3-2: Verwendete Verbrauchsmaterialien. 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
Auftragskapillaren für die DC 1 µL, 2 µL Hirschmann, Eberstadt 
DC-Platten  Cellulose F, 0,25 mm, Nr. 5574 Merck, Darmstadt 
DC-Platten Kieselgel 60, 0,25 mm, Nr. 5553 Merck, Darmstadt 
DC-Kammern verschiedene Größen Camag, Berlin 
Dialyseschläuche 
D9652, d = 33 mm; 
MWCO = 12,4 kDa 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Cyanid-Testkit 1.10044.0001 Merck, Darmstadt 
Einwegspritzen 1–20 mL B. Braun, Melsungen 
Faltenfilter 185 mm, 1288, 4.206.185 Munktell, Bärenstein 
Filter für Lösungsmittel-Filtration 0,45 µm, Hydrophiles Polypropylen Pall, Crailsheim 
Hydrolyseröhrchen, Duran, mit 
Schraubdeckel und Septum 
12 mm × 100 mm, 16 mm × 160 mm Schott AG, Mainz 
Kationenaustauscher Lewatit S 100 Bayer, Leverkusen 
Kationenaustauscher 
DOWEX 50 WX-8, 100–200 mesh, 
335345000 
Acros, Geel, Belgien 
Kationenaustauscher 
DOWEX 50 WX-8, 200–400 mesh, 
335355000  
Acros, Geel, Belgien 
Kieselgel 60 0,063–0,200 mm Merck, Darmstadt 
Parafilm  Pechiney, Chicago, USA 
Reaktionsgefäße  1,5 mL und 2,0 mL, safe-lock Eppendorf AG, Hamburg 
Rollrandschnappdeckelgläser versch. Größen (10–50 mL) VWR, Darmstadt 
Septen für HPLC-Vials d = 8 mm, PTFE-beschichtet Carl Roth, Karlsruhe 
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SPE-Kartuschen 
Strata C-18 (55 µm, 70 Å), 
500 mg/3 mL, 8B-S001-HBJ 
Phenomenex, Aschaffenburg 
Spritzenvorsatzfilter 
0,45 µm Poren, d = 13 mm, 
hydrophilisiertes Polypropylen 
Pall, Craislheim 
Universalindikatorpapier  
Feinchemie K.-H. Kallies, 
Sebnitz 
Vials für HPLC 1,5 mL, Glas, ggf. mit Inserts 200 µL VWR, Darmstadt 
3.1.3 Geräte 
Tabelle 3-3: Verwendete Geräte. 
Name Spezifikation Hersteller 
Aminosäureanalysator Alpha plus Pharmacia LKB, Freiburg 
Aminosäureanalysator S 4300 Sykam, Fürstenfeldbruck 
Aminosäureanalysen-Säule Kationenaustauscher, Harz 7 µm 
200 × 4,6 mm, PEEK 
Karin Grüning, Olching 
Aminosäureanalysen-Säule Kationenaustauscher LCA K07/Li Sykam, Fürstenfeldbruck 
Analysenwaage BP 121 S, Genauigkeit 0,0001 g Sartorius, Göttingen 
Chromatographiesäule Econo® Column, verschiedene Größen BioRad Lab., München 
Chromatographiesäule Glassäule, mit Fritte, verschiedene Größen Rettberg, Göttingen 
ESI-MS Mariner Elektrosprayionisation und 
Flugzeitmassenspektrometer 
Applied Biosystems, Stafford, 
USA 
Evaporator Turbo Vap LV Zymark, Ctr., Hopkinton, MA, 
USA 
Feinwaage BP 3100 S, Genauigkeit 0,01 g Sartorius, Göttingen 
Fluoreszenzdetektor F 1050 Merck Hitachi, Darmstadt 
Fraktionssammler 1 Redifrac, 10-mL-Röhrchen, Glas Pharmacia Biotech, Freiburg 
Fraktionssammler 2 BioRad 2110, 6-mL-Röhrchen, Polycarbonat BioRad Lab., München 
Gefriertrocknung Alpha 1-2 Martin Christ, Osterode 
Gefriertrocknung Beta 1-8K, mit Isopropanolbad Martin Christ, Osterode 
HPLC analytisch Äkta 10 XT mit Autosampler A-900, binärer 
Hochdruckpumpe P-900 (10-mL-Köpfe), 
Degasser K-5004, Injektionsventil INV-
907, UV-Detektor UV-900 und 8-Kanal-
Schaltventil PV-908 
Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Schweden 
Degasser: Knauer, Berlin 
GPC analytisch  Wellchrom Niederdruckgradientensystem mit 
Degasser, Pumpe K-1001 (10-mL-Kopf), 
man. Injektionsventil, UV-Detektor K-2501 
mit 10-mm-Durchflusszelle, A/D-Interface-
Box 
Knauer, Berlin 
HPLC semipräparativ Wellchrom Hochdruckgradientensystem mit 
Degasser, Pumpen K-1001 (50-mL-Kopf), 
präp. Mischkammer, UV-Detektor K-2501 
mit 2-mm-Durchflusszelle, 
Fraktionssammler K-16 
Knauer, Berlin 
HPLC-Säule, analytisch Econosphere (C8, Furosine dedicated), 
250 × 4,6 mm, 5 µm, mit externer Vorsäule 
(5 × 4 mm) desselben Materials 
Alltech, Deerfield, USA 
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HPLC-Säule, analytisch PLRP-S, 250 × 4,6 mm, 100 Å, 8 µm, mit 
integrierter Vorsäule (5 × 4 mm) desselben 
Materials 
Polymer Laboratories, 
Darmstadt 
HPLC-Säule, analytisch Eurospher 100, C-18, 150 × 4,6 mm, 5 µm, 
mit integrierter Vorsäule (5 × 4 mm) 
desselben Materials 
Knauer, Berlin 
HPLC-Säule, analytisch ProntoSil 60 Phenyl, 250 × 4,6 mm, 5 µm, mit 
integrierter Vorsäule (5 × 4 mm) desselben 
Materials 
Knauer, Berlin 
HPLC-Säule, 
semipräparativ 
Eurospher 100, C-18, 300 × 8 mm, 5 µm, mit 
externer Vorsäule (30 × 8 mm) desselben 
Materials 
Knauer, Berlin 
Inkubationsschrank BE 400 Memmert, Schwabach 
Kolbenhubpipetten Reference und Research, verschiedene Größen Eppendorf AG, Hamburg 
NMR-Spektrometer DRX-500 und Avance 600 Bruker, Rheinstetten 
NMR-Röhrchen 506-P-7, 178 mm Norell, Landisville, USA 
Ölbad HBR 4, temperierbar mit Rührwerk Ika, Staufen 
Ölbad RCT basic mit Thermometer ETS-D4 fuzzy Ika, Staufen 
pH-Meter InoLab Level 1, Messkette: InLab Semi-Micro Mettler-Toledo, Weilheim 
Säulenthermostat IWN CH-100 Junedis-IWN, Gröbenzell 
Trockenschrank f. Hydrolysen: WS 986 VEB Labortechnik, Ilmenau 
Ultraschallbad Sonorex RK 510 Super Bandelin, Berlin 
Vakuumkonzentrator Thermo Savant SPD SpeedVac, Kühlfalle 
RVT 4104, Vakuumpumpe OFP 400 
ThermoSavant, Holbrook, USA 
Vakuumrotations-
verdampfer 
Laborota 4000 mit Membranpumpe MZ2C 
und Controller CVC2 
Heidolph, Schwabach und 
Vacuubrand, Wertheim 
Vakuumrotations-
verdampfer 
Heidolph VV 2000 mit WB 2000 und 
Wasserstrahlpumpe 
Heidolph, Schwabach 
Vortex Minishaker MS-1 Ika, Staufen 
Zentrifuge Eppendorf 5804R Eppendorf AG, Hamburg 
3.1.4 Zellkulturreagenzien, -materialen und -geräte 
Tabelle 3-4: Für die Zellkultur verwendete Reagenzien, Materialien und Geräte. 
Name Spezifikation, Katalognr. Hersteller 
Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium/ F12 Nutrient Mixture 1/1 
21331-020 Invitrogen, Darmstadt 
Fötales Kälberserum (FKS) S115 Biochrom, Berlin 
Gentamicin P11-004 PAA, Cölbe 
L-Glutamin (Lösung, 200 mM) M11-004 PAA, Cölbe 
[Glycin-1-14C]Glycylsarcosin 
([14C]Gly-Sar) 
spezifische Radioaktivität: 
56 mCi/mmol 
GE Healthcare, UK 
Kit zur Proteinbestimmung Pierce® 660 nm Protein Assay 
Thermo Fisher Scientific, 
Schwerte 
L-[4,5-3H]Lysin ([3H]Lysin) 
spezifische Radioaktivität: 
99 Ci/mmol 
GE Healthcare, UK 
[1-14C]Mannitol 
spezifische Radioaktivität: 
53 mCi/mmol 
Hartmann Analytic, 
Braunschweig 
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Minimum Essential Medium mit 
Earle’s Salzen und L-Glutamin 
E15-825 PAA, Cölbe 
Nicht-essentielle L-Aminosäuren 
(MEM-NEAA, Lösung, 100×) 
M11-003  PAA, Cölbe 
Penicillin/Streptomycin  
(Lösung, 100×) 
P11-010, 10000 U/mL Penicillin, 
10 mg/mL Streptomycin 
PAA, Cölbe 
Petrischalen  Sarstedt, Nümbrecht 
Tischautoklav  Certoklav, Traun, Österreich 
Transwell-Kammern 6 Wells pro Kammer, d = 24 mm Costar, Bodenheim 
Trypsin (Lösung, 10×, 25 mg/mL) L11-001 PAA, Cölbe 
Widerstandsmessgerät Millicell ERS 
Millipore Intertech, Bedford, 
USA 
Zellzählgerät CASY® TT Schärfe System, Reutlingen 
3.2 Analytische Methoden 
3.2.1 Vorbereitung von Proben zur chromatographischen Analytik 
3.2.1.1 Saure Hydrolyse von Proteinen 
Saure Hydrolysen von Proteinproben erfolgten grundsätzlich in verschlossenen Hydrolyse-
röhrchen bei einer Proteinkonzentration von 1 mg/mL in Gegenwart von 6 N HCl für 23 h in 
einem auf 110 °C vorgeheizten Trockenschrank nach den bei Förster (2006) genannten 
Bedingungen. Ein Aliquot des sauren Hydrolysates wurde im Vakuumkonzentrator bei max. 
40 °C zur Trockne eingeengt und in ASA-Probenpuffer oder HPLC-Fließmittel gelöst. 
3.2.1.2 Enzymatische Hydrolyse 
Herstellung von Lösungen 
0,02 N HCl, konserviert mit Thymol: 1 mL 1 N HCl wird mit Reinstwasser im Maßkolben zu 
50 mL aufgefüllt. Der Lösung wird 1 Kristall Thymol zugegeben. 
2 M Trispuffer, pH 8,2, konserviert mit Thymol: 12,11 g (0,1 mol) TRIS (Base) werden in 
40 mL Reinstwasser gelöst, und der pH-Wert wird mit 6 N HCl auf 8,2 eingestellt. Die 
Lösung wird im Maßkolben auf 50 mL aufgefüllt, und es werden 1–2 Kristalle Thymol 
zugegeben. 
1 M Boratpuffer, pH 8,2: 12,36 g (0,2 mol) Borsäure werden in 160 mL Reinstwasser gelöst, 
der pH-Wert wird mit 6 N HCl auf 8,2 eingestellt und die Lösung im Maßkolben auf 200 mL 
aufgefüllt. Dieser Boratpuffer wird stets frisch hergestellt. 
Pepsin-Lösung: Pepsin (10 FIP-U/mg Protein, Merck) wird in 0,02 N HCl zu 2 mg/mL gelöst. 
Die Lösung wird frisch hergestellt. 
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Pronase-Lösung: Pronase E (4000 PU/mg Protein) wird in 2 M Trispuffer (pH 8,2) bzw. in 
1 M Boratpuffer (pH 8,2) zu 2 mg/mL gelöst. Die Lösung wird frisch hergestellt. 
Aminopeptidase-Lösung: Es wird eine gebrauchsfertige Suspension von Aminopeptidase M 
eingesetzt (11 U/mg Protein; 20 U/mL). 
Prolidase-Lösung: 9,4 mg Prolidase (1000 U, 106 U/mg Protein) werden in 2 mL Reinstwas-
ser gelöst (Stammlösung). 200 µL der Stammlösung werden mit 1800 µL Reinstwasser 
versetzt (Arbeitslösung, 50 U/mL). Die Lösungen werden im Tiefkühlschrank gelagert. 
Ablauf der Hydrolyse 
Die enzymatische Hydrolyse wurde nach den in Tabelle 3-5 angegebenen Bedingungen 
durchgeführt (Henle et al., 1991b; Förster, 2006). Bei der Vorbereitung von Proben zur 
Vorsäulenderivatisierung mit PITC musste der TRIS-Puffer durch Boratpuffer ersetzt werden. 
Bei jeder Analyse wurde ein Enzymblindwert ohne Probeneinwaage mitgeführt. 
Tabelle 3-5: Durchführung der enzymatischen Hydrolyse. 
Tag Allgemeine Probenvorbereitung für 
ASA, HPLC 
Vorbereitung von Proben zur PITC-
Derivatisierung 
1 2,5–3 mg Protein werden in ein Rollrandgläschen (15 mL) eingewogen. Es werden 
1 mL 0,02 N HCl und 50 µL Pepsin-Lösung zugegeben. Die Proben werden 24 h bei 
37 °C im Inkubationsschrank inkubiert. 
2 Es werden 250 µL 2 M Trispuffer 
(pH 8,2) und 50 µL Pronase-Lösung (in 
Trispuffer) zugegeben.  
Es werden 250 µL 1 M Boratpuffer 
(pH 8,2) und 50 µL Pronase-Lösung (in 
Boratpuffer) zugegeben. 
 Die Proben werden 24 h bei 37 °C im Inkubationsschrank inkubiert. 
3 Es werden 20 µL Aminopeptidase-Lösung und 20 µL Prolidase-Arbeitslösung 
zugegeben. Die Proben werden 24 h bei 37 °C im Inkubationsschrank inkubiert. 
4 Nach der Inkubation werden die Proben eingefroren und gefriergetrocknet. 
 
3.2.1.3 PITC-Derivatisierung 
Die PITC-Vorsäulenderivatisierung wurde nach der von Löbner (2009) optimierten Methode 
entsprechend Tabelle 3-6 durchgeführt. 
Zur HPLC-Analyse wurden die verbleibenden trockenen Rückstände in 1000 µL Fließmit-
tel A (Kapitel 3.2.2.5) gelöst. 250 µL der Lösung wurden mit 750 µL Fließmittel A versetzt. 
Die Proben wurden membranfiltriert und per HPLC gemessen. 
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Tabelle 3-6: Durchführung der PITC-Derivatisierung. 
Probenvorbereitung 
enzymatisch hydrolysierte 
Proben 
Die gefriergetrockneten Rückstände werden in 2000 µL 
Methanol/Wasser/TEA (7/1/1, v/v/v) aufgenommen. Nach 
Sedimentation des Boratpuffers werden 800 µL der überstehenden 
Lösung in ein Eppendorf-Tube (2 mL) überführt. 
Standards zur Kalibrierung Die erforderliche Stoffmenge des Standards wird als wässrige Lösung 
in ein Eppendorf-Tube (2 mL) überführt und gefriergetrocknet. 
Anschließend wird der Rückstand in 800 µL Methanol/Wasser/TEA 
(7/1/1, v/v/v) aufgenommen. 
Derivatisierung 
Zu den gelösten Proben werden 25 µL PITC gegeben. Die Proben werden 20 min bei RT geschüttelt. 
Extraktion 
Die Proben werden mit 1000 µL n-Heptan/Ethylacetat (10/1, v/v) versetzt und geschüttelt. Nach 
Trennung der Phasen wird die obere Phase mit einer feinen Spritze entfernt. Die untere Phase wird 
noch einmal in der gleichen Weise mit 1000 µL n-Heptan/Ethylacetat (10/1, v/v) und abschließend 
mit 1000 µL n-Heptan/Ethylacetat (2/1, v/v) extrahiert. 
Trocknung 
Die methanolischen Phasen werden im Stickstoffstrom im Evaporator getrocknet. Die Rückstände 
werden bis zur Analyse tiefgekühlt gelagert. 
 
3.2.2 Hochdruckflüssigchromatographie (HPLC) — Messsysteme  
3.2.2.1 Essigsäure-Kaliumchlorid-System 
Dieses System wurde zur Analytik von Furosin eingesetzt (Resmini et al., 1990). Sauer 
hydrolysierte Proben wurden zunächst durch Festphasenextraktion (SPE) von störenden 
Matrixbestandteilen gereinigt. Die SPE wurde nach Förster (2006) unter Verwendung von 
Fertigkartuschen (Phenomenex Strata C-18) durchgeführt. Von den Eluaten wurden 500 µL 
im Vakuumkonzentrator eingeengt. Die trockenen Proben wurden in Fließmittel A gelöst, ggf. 
verdünnt und zentrifugiert (10000 U/min, 15 min), bevor sie in HPLC-Vials überführt 
wurden. Zur Kalibration wurde der in Kap. 3.4.2.1 synthetisierte Standard verwendet. Die 
Umrechnung der Konzentration von Furosin auf Fructoselysin bzw. Lactuloselysin erfolgte 
unter Verwendung der bei Krause et al. (2003) angegebenen Überführungsfaktoren. 
 
Anlage: Analytische HPLC Äkta 10 XT 
Säule: Alltech „Furosine dedicated”, Säulentemperatur 34 °C 
Injektion: 20–50 µL 
Flussrate: 1,2 mL/min 
Eluenten: A: 0,4% wässrige Essigsäure 
B: 0,3% KCl in 0,4% wässriger Essigsäure 
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Gradient: t [min] Anteil B [%] 
 0 0 
 11,5 0 
 18,5 50 
 21 50 
 23 0 
 32 0 
Detektion: UV, λ = 280 nm 
Kalibration: 17–1700 pmol/Injektion 
3.2.2.2 Heptansulfonsäure-Acetonitril-System 
Die Methode wurde bei Förster (2006) für die Analytik von Maltosin entwickelt und von 
Peto (2008) zur Trennung von Pyrralin und seinen Peptiden adaptiert. Gradient A diente zur 
Messung von Maltosin neben Ala-Mal bzw. Mal-Ala in Proben aus Zellkulturstudien, 
Gradient B entsprechend zur Messung von Pyrralin neben Ala-Pyrr und Gradient C zur 
Messung von Pyrralin neben Pyrr-Ala. Zur Kalibrierung wurden die in Kap. 3.4.2.3 und 
3.4.2.4 synthetisierten Standards verwendet. 
 
Anlage: Analytische HPLC Äkta 10 XT 
Säule: PLRP-S, Säulentemperatur 30°C 
Injektion: 50 µL 
Flussrate: 1,0 mL/min 
Eluenten: A: 5 mM Natrium-Heptansulfonat, pH 2,0 mit H2SO4 eingestellt 
B: Mischung aus 50% Eluent A und 50% Acetonitril 
Gradienten: Gradient A Gradient B Gradient C 
 t [min] B [%] t [min] B [%] t [min] B [%] 
 0 4 0 4 0 14 
 20 70 23 54 35 37 
 25 70 24 70 36 70 
 30 4 27 70 39 70 
 35 4 30 4 42 4 
   35 4 47 4 
Detektion: UV, λ = 280 nm (Maltosin) oder 297 nm (Pyrralin) 
Kalibration: Maltosin und Maltosinpeptide: 14–1000 pmol/Injektion 
Pyrralin und Pyrralinpeptide: 30–3300 pmol/Injektion 
3.2.2.3 Heptafluorbuttersäure-Methanol-System 
Mit diesem System wurde Formylin neben Ala-Fom und Fom-Ala in Proben aus Zellkultur-
studien gemessen. Daneben erlaubte dieses System die Messung der Verteilung von Pyrralin 
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in hoch- und niedermolekulare Fraktionen nach simulierter gastrointestinaler Verdauung. Zur 
Kalibrierung wurden die in Kap. 3.4.2.3 synthetisierten Standards verwendet. 
 
Anlage: Analytische HPLC Äkta 10 XT 
Säule: Eurospher 100, analytisch, Säulentemperatur 30 °C 
Injektion: 50 µL 
Flussrate: 1,0 mL/min 
Eluenten: A: 5 mM Heptafluorbuttersäure (HFBA) 
B: 5 mM HFBA in 80% MeOH 
Gradient: t [min] Anteil B [%] 
 0 13 
 20 55 
 23 70 
 24 70 
 27 13 
 32 13 
Detektion: UV, λ = 293 nm (Formylin) oder 297 nm (Pyrralin) 
Kalibration: Formylin und Formylinpeptide: 10–2000 pmol/Injektion 
Pyrralin: 20–3000 pmol/Injektion 
3.2.2.4 Ammoniumformiat-Heptafluorbuttersäure-Methanol-System 
Mit diesem System wurden Pentosidin sowie Argpyrimidin neben Ala-Apy und Apy-Ala in 
Proben aus Zellkulturstudien gemessen, daneben die Verteilung von Pentosidin in hoch- und 
niedermolekulare Fraktionen nach simulierter gastrointestinaler Verdauung. Zur Detektion 
diente ein Fluoreszenzdetektor (F 1050, Merck Hitachi, Darmstadt). Mit der Methode lassen 
sich auch Pentosidin und Argpyrimidin gleichzeitig messen; aufgrund der höheren 
Fluoreszenzausbeute des Pentosidins werden hierzu die Fluoreszenzwellenlängen des Argpy-
rimidins gewählt. Zur Kalibrierung wurden die in Kapitel 3.4.3.2 und 3.4.3.3 synthetisierten 
Standards verwendet. 
 
Anlage: Analytische HPLC Äkta 10 XT 
Säule: Eurospher 100, analytisch, Säulentemperatur 30 °C 
Injektion: 50 µL 
Flussrate: 1,0 mL/min 
Eluenten: A: 10 mM Ammoniumformiat, pH 4,0 mit 5 mM HFBA versetzt 
(resultierender pH-Wert: 3,5)  
B: 200 mL 50 mM Ammoniumformiat, pH 4,0, mit 800 mL Methanol und 
5 mM HFBA versetzt 
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Gradient: t [min] Anteil B [%] 
 0 3 
 20 40 
 23 80 
 26 3 
 31 3 
Detektion: Argpyrimidin: UV, λ = 234 nm und 325 nm; Fluoreszenz: λex = 320 nm und 
λem = 380 nm 
Pentosidin: UV, λ = 335 nm; Fluoreszenz: λex = 335 nm und λem = 385 nm 
Kalibration: Argpyrimidin und Argpyrimidinpeptide: 4–1500 pmol/Injektion 
Pentosidin: 0,9–95 pmol/Injektion 
3.2.2.5 Ammoniumacetat-Acetonitril-System 
Dieses System wurde für die Analytik von PITC-derivatisierten Aminosäuren zur Bestim-
mung der Verteilung von Lys(γ-Glu) in hoch- und niedermolekulare Fraktionen nach simu-
lierter gastrointestinaler Verdauung verwendet. Zur Kalibrierung wurden käufliche Standards 
(vgl. Tabelle 3-1) verwendet. 
 
Anlage: Analytische HPLC Äkta 10 XT 
Säule: ProntoSil 60 Phenyl, Säulentemperatur 40 °C 
Injektion: 20 µL 
Flussrate: 1,0 mL/min 
Eluenten: A: 0,15 M Ammoniumacetat, pH 7,4 mit 7% Acetonitril 
B: Acetonitril/Wasser 6/4 v/v 
Gradient: t [min] Anteil B [%] 
 0 0 
 15 0 
 35 100 
 42 100 
 43 0 
 48 0 
Detektion: UV, λ = 254 und 269 nm 
Kalibration: Alanin, Histidin, Lysin: 5–1800 pmol/Injektion 
Lys(γ-Glu): 3–1000 pmol/Injektion  
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3.2.3 Gelpermeationschromatographie (GPC) — Messsysteme 
3.2.3.1 Analytik der Caseinoligomerisierung 
Die Analyse erfolgte nach Siegl (2003) stets ohne vorherige Reduktion. Die Proben wurden 
zu 1 mg/mL im Fließmittel gelöst und membranfiltriert. 
 
Anlage: Analytische GPC Knauer Wellchrom 
Säule: SuperdexTM 200 10/300 GL, Pharmacia Biotech, Trennbereich 10–600 kDa 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektion: 150 µL 
Flussrate: 0,5 mL/min 
Eluent: 6 N Harnstoff-Puffer: 360,36 g (6,0 mol) Harnstoff, 5,84 g (0,1 mol) 
Natriumchlorid, 17,80 g (0,1 mol) Na2HPO4 · 2 H2O und 1 g CHAPS 
werden in 800 mL Reinstwasser gelöst. Der pH-Wert wird mit Salzsäure 
auf 6,8 eingestellt und die Lösung im Maßkolben auf 1000 mL aufgefüllt. 
Der Puffer wird membranfiltriert (0,45 µm). 
Gradient: isokratisch, 60 min 
Detektion: UV, λ = 280 nm 
Es wurde eine Molmassenkalibrierung mit den Standards Dextranblau (2000 kDa; 
tR = 16,0 min) und den globulären Proteinen Katalase (232 kDa; 18,4 min), Rinderserumal-
bumin (132 kDa; 20,4 min), Ovalbumin (43 kDa; 23,8 min), β-Lactoglobulin (18,4 kDa; 
29,6 min), Cytochrom c (12,4 kDa; 34,5 min) und Insulin (B-Kette, 3,49 kDa; 36,8 min) 
durchgeführt. 
Berechnung des Quervernetzungsgrades 
Zur Auswertung werden zunächst die Peakflächen des Monomeren und der Oligomeren 
bestimmt. Der Quervernetzungsgrad QVCAS ergibt sich daraus zu: 
PolymerTrimerDimerMonomer
PolymerTrimerDimer
CAS AAAA
AAA
QV


  
Die mittlere relative Standardabweichung für nach dieser Methode berechnete Quervernet-
zungsgrade liegt bei 2,2% und ist unabhängig von der Höhe des Quervernetzungsgrades. Aus 
den Konzentrationen der einzelnen Oligomerenfraktionen lässt sich auch der Mindestgehalt 
an quervernetzenden Aminosäuren χCLAS,min in mol/mol Casein nach Henle et al. (1996) 
abschätzen: 
DimerTrimerOligomerCLAS AAA  5,067,09,0min,  
Hieraus kann die Konzentration an quervernetzenden Aminosäuren [CLAS]min in µmol/g 
Casein berechnet werden, wenn von einer mitteleren Molmasse des nativen Caseins von 
24 kDa ausgegangen wird. In dem Maße, wie der Tyrosingehalt der Caseine sinkt, steigt 
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durch die Modifizierung deren Molmasse. Durch Einbeziehung des Tyrosingehaltes wird 
gleichzeitig um den nicht bekannten Proteingehalt korrigiert: 
Tyr,nat
dTyr,moinCLAS,m
w
wχ
CLAS 


24000
1000000
][ min  
1000000 … Umrechnung von mol auf µmol 
χCLAS,min … Mindestgehalt an quervernetzenden Aminosäuren in mol/mol Casein 
wTyr,mod … Tyrosingehalt des modifizierten Caseins (mg/g), vgl. Kap. 3.5.6 
wTyr,mod … Tyrosingehalt des nativen Caseins (mg/g), vgl. Kap. 3.5.6 
3.2.3.2 Analytik der Molmassenverteilung nach simulierter Verdauung 
Die Analyse erfolgt mit dem bei Martin (2008) angegebenen GPC-System. Die Proben 
wurden entsprechend Kap. 3.6.2 vorbereitet und membranfiltriert. 
 
Anlage: Analytische HPLC Äkta 10 XT 
Säule: SuperdexTM Peptide FPLC HR 10/30, Pharmacia Biotech 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektion: 50 µL 
Flussrate: 0,5 mL/min 
Eluent: PBS-Puffer (10 mM Phosphat, 300 mM NaCl, pH 7,4): 1,47 g (8,26 mmol) 
Na2HPO4 · 2 H2O, 0,23 g (1,7 mmol) KH2PO4, 17,53 g (0,3 mol) NaCl und 
0,20 g (2,7 mmol) KCl werden in Reinstwasser gelöst und im Maßkolben 
auf 1000 mL aufgefüllt. Der Puffer wird membranfiltriert (0,45 µm). 
Gradient: isokratisch, 70 min 
Detektion: UV, λ = 220 nm und 280 nm 
Es wurde eine Molmassenkalibrierung mit den Standards Dextranblau (2000 kDa; 
tR = 15,63 min), Hämoglobin (64,5 kDa; 17,31 min), Ovalbumin (42,8 kDa; 16,59 min), 
Lysozym (14,6 kDa; 21,01 min), Insulin (5733 Da; 23,87 min), Insulin B-Kette (3496 Da; 
23,52 min), Neurotensin (1673 Da; 28,40 min), Bradykinin (1060 Da; 32,47 min), Leupeptin 
(426,6 Da; 33,26 min), Val-Tyr (280,3 Da; 38,08 min), Lys-Ala (217,3 Da; 33,45 min) und 
Ala-Lys (217,3 Da; 33,33 min) durchgeführt. 
3.2.4 Aminosäureanalyse 
3.2.4.1 Probenvorbereitung 
Zur Kontrolle der Reinheit wurden Syntheseprodukte in einer Konzentration von 1 mg/mL in 
Reinstwasser gelöst. 40 µL dieser Lösungen wurden mit 960 µL ASA-Probenpuffer (vgl. 
Tabelle 3-7 und Tabelle 3-9) versetzt. Zur Analyse von Fraktionen bei chromatographischen 
Trennungen wurden 100 µL der Fraktion mit 900 µL ASA-Probenpuffer versetzt. Nach 
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Zentrifugation (10 min, 10000 U/min) wurden diese Proben mit dem System Li-3 (Tabelle 
3-12) gemessen. 
Die Kalibration für die ASA wurde bei der Proteinanalytik jeweils mit Standardaminosäure-
gemischen durchgeführt (2,5–20 nmol/Injektion). Die mittlere relative Standardabweichung 
für nach dieser Methode berechnete Aminosäuregehalte liegt bei 3–4%. Die Kalibration für 
die Messung von Maillard-Produkten in Proben aus Zellkultur erfolgte mit den entsprechen-
den selbst synthetisierten Standards (0,05–5 nmol/Injektion). Alle Aminosäureanalysen 
wurden von Frau Karla Schlosser durchgeführt. 
3.2.4.2 Messung mit einem Natriumsystem 
Anlage: Alpha Plus 
Säule: analytischer Kationenaustauscher, 200 × 4,6 mm, 7 µm 
Injektionsvolumen: 10–80 µL 
Eluenten: siehe Tabelle 3-7 
Fluss: 0,27 mL/min 
Elutionsprogramm:  Na-1, siehe Tabelle 3-8 
Detektion: Nachsäulenderivatisierung mit Ninhydrin, Coil-Temperatur 135 °C, 
Messung bei 440 und 570 nm 
Ninhydrinreagenz: 1% Ninhydrin und 0,08% Hydrindantin in einer Mischung aus 
Glycol und 5 M Natriumacetat (70/30, v/v, Henle et al., 1991b). 
Fluss Ninhydrinreagenz: 0,18 mL/min 
Auswertung: EZChrom, Version 1.3 
Tabelle 3-7: Proben- und Elutionspuffer für die Aminosäureanalyse, Natrium-System. 
Puffer[1] Zusammensetzung c (Na+) [mol/L] pH-Wert 
1 (Probenpuffer) Natriumcitrat, 7% Isopropanol 0,2 3,20 
2 Natriumcitrat 0,2 3,20 
3 Natriumcitrat 0,2 4,20 
4 Mischung aus Puffer 3 und 5 (1/1, v/v) 0,7 5,3 
5 Natriumcitrat[2] 1,2 6,45 
6 NaOH 0,4  
[1] Nach Henle et al. (1991b). [2] Zur Messung von LAL-Ala und LAL nebeneinander wurde dieser Puffer mit 
pH 6,3 verwendet. 
Tabelle 3-8: Trennprogramm Na-1. 
Zeit [min] Puffer[1] Säulentemperatur [°C][2] 
0,0–5,0 1 85 
5,0–18,5 2 85 
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Zeit [min] Puffer[1] Säulentemperatur [°C][2] 
18,5–32,5 3 85 
32,5–40,5 4 85 
40,5–46,5 5 85 
46,5–69,5 5 85 → 60 
69,5–75,5 6 60 → 85 
75,5–82,5 1 85 
[1] Stufengradienten. [2] Kontinuierliche Gradienten. 
3.2.4.3 Messung mit einem Lithiumsystem 
Anlage: S4300  
Säule: Kationenaustauscher LCA K07/Li, Sykam 
Injektionsvolumen: 10–100 µL 
Eluenten: siehe Tabelle 3-9 
Fluss: 0,45 mL/min 
Elutionsprogramme:  Li-1 zur Analytik von carboxyalkylierten Aminosäuren und 
Peptiden in Zellkulturproben und sauren Proteinhydrolysaten, siehe 
Tabelle 3-10 
 Li-2 für Fluxmessungen von π-HAL-Ala, siehe Tabelle 3-11 
 Li-3 für sämtliche anderen Fluxmessungen, Aminosäureanalysen 
und die Überprüfung der Reinheit der synthetisierten Aminosäuren 
und Peptide, siehe Tabelle 3-12 
Detektion: Nachsäulenderivatisierung mit Ninhydrin, Coil-Temperatur 130 °C, 
Messung bei 440 und 570 nm 
Ninhydrinreagenz: Sykam, Fürstenfeldbruck 
Fluss Ninhydrinreagenz: 0,25 mL/min 
Auswertung: Chromstar 6.3 
Tabelle 3-9: Proben- und Elutionspuffer für die Aminosäureanalyse, Lithium-System. 
Puffer[1] Zusammensetzung c (Li+) [mol/L] pH-Wert 
Probenpuffer Lithiumcitrat 0,12 2,20 
1 Lithiumcitrat 0,12 2,90 
2 Lithiumcitrat 0,30 4,20 
3 Lithiumcitrat/ -borat 0,30 8,00 
3a Lithiumcitrat 1,40 3,50 
4 Lithiumhydroxid 0,50  
[1] Puffer bezogen von Sykam, Fürstenfeldbruck. 
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Tabelle 3-10: Trennprogramm Li-1. 
Zeit [min] Puffer 1 
[%][1] 
Puffer 2 
[%][1] 
Puffer 3 
[%][1] 
Puffer 4 
[%][1] 
Säulentemperatur 
[°C][1] 
0,0 85 15 0 0 42 
3,0 85 15 0 0 42 
4,0 79 21 0 0 42 
21,0 43 57 0 0 42 
25,0 43 57 0 0 42 
25,0[2]     
33,0 0 100 0 0 
39,0 0 0 100 0 
40,0[2]     
42 → 60 
40,0[2]     
43,0 0 0 68 32 
46,0[2]     
60 → 74 
63,0 0 0 68 32 74 
63,0[2] 0 0 68 32 
63,1 0 0 0 100 
66,1 0 0 0 100 
66,2 85 15 0 0 
71,0[2]     
74 → 42 
78,2 85 15 0 0 42 
[1] Kontinuierlicher Gradient. [2] Nur Wechsel beim Temperaturgradienten. 
Tabelle 3-11: Trennprogramm Li-2. 
Zeit [min] Puffer 1 
[%][1] 
Puffer 2 
[%][1] 
Puffer 3a 
[%][1] 
Puffer 4 
[%][1] 
Säulentemperatur 
[°C][1] 
0,0 0 100 0 0 
3,0 0 100 0 0 
37 → 60 
11,0 0 27 73 0 60 
14,0 0 9 91 0 
20,0 0 0 100 0 
25,0[2]     
60 → 74 
42,0 0 0 100 0 74 
42,1 0 0 0 100 74 
46,1 0 0 0 100 74 
46,2 85 15 0 0 74 
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51,0[2]     
52,0[2]     
74 → 37 
56,2 85 15 0 0 37 
[1] Kontinuierlicher Gradient. [2] Nur Wechsel beim Temperaturgradienten. 
Tabelle 3-12: Trennprogramm Li-3. 
Zeit [min] Puffer 1 
[%][1] 
Puffer 2 
[%][1] 
Puffer 3 
[%][1] 
Puffer 4 
[%][1] 
Säulentemperatur 
[°C][1] 
0,0 85 15 0 0 42 
3,0 85 15 0 0 42 
4,0 79 21 0 0 42 
21,0 43 57 0 0 42 
25,0 43 57 0 0 42 
33,0 0 100 0 0 42 
39,0 0 60 40 0 42 
43,0 0 20 80 0 42 
45,0 0 0 100 0 42 
48,0 0 0 90 10 
53,0 0 0 80 20 
42 → 50 
55,0[2]     
58,0 0 0 50 50 
63,0 0 0 32 68 
65,0[2]     
50 → 74 
68,0 0 0 0 100 74 
68,0[2]     
72,0 0 0 0 100 
72,1 85 15 0 0 
76,0[2]     
74 → 42 
84,0 85 15 0 0 42 
[1] Kontinuierliche Gradienten. [2] Nur Wechsel beim Temperaturgradienten. 
 
3.2.5 Dünnschichtchromatographie (DC) 
Die DC wurde bei Synthesen zur Umsatzkontrolle bzw. zur Identifizierung von Substanzen 
nach Fraktionierungen gemäß folgenden Parametern verwendet. 
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Plattenmaterial: DC-Fertigplatten, Kieselgel 60, Schichtdicke 0,25 mm, Merck, Darmstadt 
DC-Kammer: Glastrogkammer, ungesättigte Normalkammer 
Auftragung: 1 µL, mit Auftragskapillare 
Standards: Lösungen von 1 mg/mL in Acetonitril/Wasser 1/1 v/v 
Fließmittel:  siehe Tabelle 3-13 
Laufhöhe: 5–7 cm 
Detektion: siehe Tabelle 3-14 
Umsatzkontrollproben wurden mit dem für die Synthese verwendeten Lösungsmittel oder mit 
Acetonitril/Wasser (1/1, v/v) auf eine Konzentration von ca. 1 mg/mL verdünnt. Stark saure 
Proben wurden vor dem Auftragen neutralisiert oder im Vakuumkonzentrator zur Trockne 
gebracht und anschließend in einer Mischung aus Acetonitril und Wasser (1/1, v/v) aufge-
nommen. Nach der Auftragung wurden die Platten zunächst im Luftstrom getrocknet und 
dann mit den in Tabelle 3-13 angegebenen Fließmitteln entwickelt. 
Tabelle 3-13: Fließmittelsysteme für die DC mit hRf-Werten von Standards. 
System Trennung Fließmittel  
(Volumenteile) 
hRf-Werte
[1] 
DC-1 Synthese 
carboxyalkylierter 
Aminosäuren und 
Peptide 
1-Butanol – 10 
Eisessig – 1 
Wasser – 3 
 
Boc-Lys (31), Boc-CEL (26), Boc-Ala-
Lys (23), Boc-Lys-Ala (30), Boc-Ala-
CML (13), Boc-CML-Ala (23), Boc-
Ala-CEL (17), Boc-CEL-Ala (21). 
DC-2 Fraktionierung 
carboxyalkylierter 
Aminosäuren und 
Peptide 
1-Butanol – 8 
Methanol – 7 
25% Ammoniak – 2 
Wasser – 3 
Lys (8), CML (31), CEL (31), Ala (38), 
Lys-Ala (16), Ala-Lys (25), Boc-Lys 
(58), Boc-Lys-Ala (60), Boc-Ala-Lys 
(60), CML-Ala (32), Ala-CML (55), 
CEL-Ala (57), Ala-CEL (63) 
DC-3 Synthese und 
Isolierung von 
Argininderivaten[2] 
Dichlormethan – 2 
Methanol – 2 
25% Ammoniak – 1 
Arg (16), Argpy (71), MG-H1 (68), PIO 
(67), 3-DG-H (48) 
DC-4 Fraktionierung von 
HAL, Ala-HAL- und 
HAL-Ala-Derivaten[3] 
Methanol – 5 
Dichlormethan – 4,5 
Wasser – 1 
25% Ammoniak – 0,5 
His (73), HAL (54), Ala (69), Ala-His 
(55) 
DC-5 Fraktionierung von 
LAL, OAL, Ala-LAL 
und LAL-Ala[3] 
Methanol – 4,4 
Chloroform – 4 
25% Ammoniak – 1 
Wasser – 1 
Lys (8), LAL (18), Ala (49), OAL (18), 
Orn (10), Ala-Lys (28), Lys-Ala (32), 
Boc-Ala-Lys (69) 
DC-6 Fraktionierung von 
Boc-DHA-OBzl 
n-Heptan – 20 
Ethylacetat – 1 
Boc-Ser-OBzl (0), Boc-DHA-OBzl (20) 
DC-7 Fraktionierung von 
Ala-Lys(γ-Glu) und 
Lys(γ-Glu)-Ala 
1-Butanol – 4 
Eisessig – 1 
Wasser – 1 
Glutaminsäure (23), Lys (6), Ala-Lys 
(6), Lys(γ-Glu) (6), Boc-Ala-Lys (45), 
Ala-Lys(γ-Glu) (6) 
[1] Mittelwerte aus mehreren Bestimmungen (n = 2–8). [2] Mavric, 2006. [3] Boschin et al., 1999. 
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Nach dem vollständigen Abdampfen des Fließmittels wurden die Platten gleichmäßig mit 
einem der in Tabelle 3-14 angegebenen Reagenzien besprüht. Zur Auswertung wurden die 
hRf-Werte der Spots nach folgender Formel berechnet: 
FM
Probe
f d
d
hR  100  
dProbe … Entfernung des Spots von der Startlinie 
dFM … Entfernung der Fließmittelfront von der Startlinie 
Tabelle 3-14: Sprühreagenzien zur Detektion nach DC und Tüpfeltest. 
Reagenz Zubereitung Detektion 
Essigsaures 
Ninhydrin-
Reagenz[1] 
100 mg Ninhydrin werden in 100 mL 
96%igem Ethanol gelöst, und es werden 
3 mL Eisessig zugegeben. 
prim. Amine: 50 °C, 
Trockenschrank, 5–10 min. 
sek. Amine, Amide, Urethane: 90–
120 °C, Trockenschrank, 5–10 min. 
TTC-Reagenz[2] 100 mg 2,3,5-Triphenyl-2H-
tetrazoliumchlorid (TTC) werden in 
10 mL 1 N NaOH frisch gelöst. 
Amadori-Produkte: Rote Spots 
werden bei RT sichtbar. 
[1] Das Reagenz ist mehrere Wochen haltbar. [2] Das Reagenz ist nur wenige Stunden haltbar. 
3.2.6 Tüpfeltest 
Mithilfe dieses Tests wurden Fraktionen nach chromatographischer Fraktionierung auf das 
Vorhandensein von Zielprodukten überprüft. Hierzu wurde 1 µL jeder Fraktion mit einer 
Pipette auf DC-Fertigplatten (Kieselgel 60) aufgetragen. Für vollständig entschützte Malto-
sinderivate musste Cellulose F als Plattenmaterial gewählt werden, da es zu Verschleppungen 
von Metallionen aus dem Kieselgel kommen kann. Nach Trocknung der Platten erfolgte die 
Detektion mit Ninhydrin- und/oder TTC-Reagenz (vgl. Tabelle 3-14). Die Farbintensitäten 
der Spots wurden semiquantitativ ausgewertet, indem dem intensivsten Spot die Intensität 3 
zugeordnet wurde und die Intensitäten der anderen Spots darauf bezogen wurden.  
 
3.2.7 Massenspektroskopie nach Elektrosprayionisation (ESI-MS) 
Die Bestimmung der Molmassen von Produkten wurde am Institut für Lebensmittelchemie 
von Herrn Dr. Uwe Schwarzenbolz an einem ESI-TOF-MS-Gerät durchgeführt. 1 mg der 
Substanzen wurde in 1 mL Reinstwasser gelöst. Von dieser Lösung wurden 10 µL mit 990 µL 
einer Mischung aus Acetonitril, Reinstwasser und Ameisensäure (50/50/1, v/v/v) versetzt und 
nach Zentrifugation (10 min, 10000 U/min, RT) zur Messung nach folgenden Parametern 
eingesetzt. 
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Gerät: Mariner, PerSeptive Biosystems  
Injektion: direkt, Spritzenport mit Spritzenpumpe, v = 5–10 µL/min 
Ionisations- und 
Detektionsparameter: 
Spray tip potential: 4812,3 V. Nozzle potential: 80 V. Quadrupol RF 
voltage: 1000 V. Detector voltage: 2400 V. 
Aufnahmebereich: m/z = 100–1000  
Kalibrierung: Mischung aus Bradykinin, Neurotensin, Angiotensin I; zur Kontrolle 
auch ubiquitär vorhandene Phthalate 
 
3.2.8 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) 
Die NMR-Analytik wurden am Institut für Organische Chemie der TU Dresden von Frau Dr. 
Margit Gruner und Frau Anett Rudolph durchgeführt. 1H- bzw. 13C-DEPT-Spektren wurden 
routinemäßig am Spektrometer DRX 500 (Bruker, Rheinstetten) bei 500,13 MHz bzw. 
125,75 MHz aufgenommen, mehrdimensionale Spektren wurden am Spektrometer Avance III 
(Bruker) bei 600,16 MHz (1H) und 150,91 MHz (13C). Für 1H-Spektren wurden ca. 5 mg der 
Substanzen in 750 µL des deuterierten Lösungsmittels gelöst, für 13C-Spektren ca. 20 mg. Die 
chemischen Verschiebungen (δ) werden in parts per million (ppm) relativ zu den in Tabelle 
3-15 angegebenen Referenzsignalen angegeben. 
Tabelle 3-15: NMR-Spektroskopie, Lösungsmittel-Referenzsignale. 
Lösungsmittel 1H 13C 
Deuteriumoxid (D2O) δH = 4,70 ppm
[1] δC = 0,00 ppm
[2] 
Dimethylsulfoxid-d6 (DMSO-d6) δH = 2,50 ppm
[1] δC = 39,56 ppm
[3] 
Deuterochloroform (CDCl3) δH = 7,25 ppm
[1] δC = 77,00 ppm
[3] 
[1] Restprotonensignal. [2] Tetramethylsilan als externe Referenz. [3] C-Atome des Lösungsmittels. 
Zur Strukturaufklärung unbekannter Verbindungen wurden die zweidimensionalen Experi-
mente 1H,1H-COSY zur Identifizierung geminaler und vicinaler Kopplungspartner, HSQC 
und HMBC zur C-H-Zuordnung durchgeführt. Signale von Lösungsmitteln konnten mithilfe 
der Daten von Gottlieb et al. (1997) identifiziert werden. 
 
3.2.9 Elementaranalyse 
Die Elementaranalyse wurde am Institut für Organische Chemie der TU Dresden von Frau 
Anke Peritz durchgeführt. Für eine Doppelbestimmung wurden 5 mg der Substanz benötigt. 
Im CHNS-O-Elementaranalysator EA 3000 (EuroVector, Mailand) wurde bei einer Ofentem-
peratur von 1100 °C die Probe zunächst verbrannt. Die entstehenden Gase wurden gaschro-
matographisch bestimmt. Aus dem Stickstoffgehalt des Präparates (wN,gemessen) und dem 
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theoretischen Stickstoffgehalt der Zielsubstanz (wN, theoretisch) konnte dann der Gehalt w der 
Zielsubstanz im Präparat nach folgender Formel bestimmt werden: 
htheoretiscN
gemessenN
w
w
w
,
,%100   
3.3 Präparative Methoden 
3.3.1 Semipräparative Ionenaustauschchromatographie (IEC) 
3.3.1.1 Grundlegende Arbeitsschritte 
Alle Fraktionierungen wurden in Glassäulen (BioRad Econo Column) mit Luer-Lock-System 
durchgeführt. Nur die Aktivierung und Konditionierung der Austauschermaterialien erfolgte 
in Glassäulen (2,5 × 30 cm; 2,5 × 20 cm) mit Glasfritte, da die BioRad-Säulen (d = 1,5 cm) 
den Druckänderungen bei Volumenveränderungen während der Aktivierung nicht standhal-
ten. Zur Regeneration und Spülung des Austauschers wurde immer das dreifache Säulenvo-
lumen der in den einzelnen Methoden aufgeführten Lösungen verwendet. Die entweder in die 
Protonen-, Natrium- oder Pyridiniumform gebrachten Materialien wurden dann in die 
BioRad-Säulen umgefüllt und dort mit dem dreifachen Säulenvolumen des jeweiligen 
Aufgabepuffers konditioniert. Die verwendeten Ionenaustauscher und Säulendimensionen 
werden in den einzelnen Methoden genannt. Alle Lösungen für die IEC wurden mit 
Reinstwasser hergestellt. Die Ionenaustauscher wurden mehrfach benutzt, sofern sie sich nicht 
mit der Zeit zu dunkel verfärbt hatten (Standzeit bis zu 2 Jahre). 
Die Realisierung des Flusses erfolgte durch Einstellung der Höhendifferenz zwischen der 
Flüssigkeitsoberfläche im Proben- bzw. Eluentengefäß und dem Ende des Auslassschlauches 
am Fraktionssammler bzw. Abfallgefäß. Die Fraktionsgröße wurde an den Fraktionssammlern 
über die Tropfenzahl definiert. Nach der Fraktionierung wurde zunächst ein Tüpfeltest (vgl. 
Kap. 3.2.6) durchgeführt, bei Erstisolierungen wurden auch die in Kap. 3.2.2 genannten 
HPLC-Methoden bzw. die Aminosäureanalyse (vgl. Kap. 3.2.4) angewendet. 
3.3.1.2 Vorreinigung von Syntheseansätzen 
Unmittelbar nach der Synthese liegen in den Ansätzen neben den Zielprodukten oft noch 
erhebliche Mengen an teils sehr reaktiven Edukten vor, die sinnvollerweise durch IEC unter 
Verwendung eines preisgünstigen Ionenaustauschers entfernt werden. Die in Wasser gelösten 
Syntheseansätze (ca. 75–150 mL) sollten vor der Auftragung frei von Lösungsmitteln sein 
und müssen einen pH-Wert von max. 3,0 aufweisen. Durch Spülen mit Reinstwasser wurden 
Substanzen, die nicht an den Ionenaustauscher binden (z.B. Zucker) entfernt. Die Elution der 
Zielsubstanz erfolgte je nach ihrer Stabilität mit einem der in Tabelle 3-16 angegebenen 
Elutionsmittel. Die Vorreinigung kann mit der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe verbunden 
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werden, wenn nach der Elution nicht gebundener Substanzen mit Reinstwasser die gebunde-
nen Substanzen über Nacht auf dem sauren Austauscher verbleiben. 
Tabelle 3-16: Parameter der semipräparativen IEC zur Entzuckerung und Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe. 
Säule: BioRad EconoColumn, 2,5 × 20 cm 
Säulenbett: 80 mL stark saurer Kationenaustauscher Lewatit S 100  
Konditionierung: 250 mL 6 M Salzsäure 
 250 mL Reinstwasser 
Probenaufgabe: Syntheseansatz, in 75–150 mL Reinstwasser gelöst und angesäuert 
(pH ≤ 3,0) 
 300 mL Reinstwasser 
Inkubation: zur Entzuckerung: ohne Inkubation 
 zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe: 18 h (über Nacht) 
Elution: 300 mL 2 N Ammoniak FL, Ala-FL, FL-Ala, TL 
 300 mL 4 N HCl PIO, MG-H1, Ala-(MG-H1), (MG-H1)-Ala 
 300 mL 2 N Pyridinium-
Acetatpuffer pH 6,0 
RL, LL 
Nach der Elution wurden die Eluate im Wasserstrahlvakuum bei 35–40 °C Wasserbadtempe-
ratur unter Verwendung eines Rotationsverdampfers eingeengt und in 20–50 mL des für die 
folgende Fraktionierung verwendeten Aufgabepuffers aufgenommen. 
3.3.1.3 Fraktionierung von Syntheseansätzen 
Die aufgearbeiteten Syntheseansätze wurden in 20–50 mL des Aufgabepuffers (Tabelle 3-17) 
aufgenommen. Lag der pH-Wert über 3,0, wurde er mit Salzsäure (H+- und Na+-System) bzw. 
Ameisensäure (Py+-System) auf 3,00 eingestellt und ansonsten nicht korrigiert. Die Chroma-
tographie wurde mit den in Tabelle 3-17 angegebenen Parametern durchgeführt. 
Tabelle 3-17: Parameter der semipräparativen IEC zur Fraktionierung von Syntheseansätzen. 
 H+-Form Na+-Form Py+-Form 
Säulenbett: stark saurer Kationentauscher DOWEX 50 WX-8[1] 
Konditionierung:[2] 6 N HCl[3] 
Reinstwasser 
0,01 N HCl 
6 N HCl[3] 
Reinstwasser 
1 N NaOH 
Reinstwasser 
0,1 N Natrium-
Citratpuffer, pH 3,00[4] 
6 N HCl[3] 
Reinstwasser 
2 N Pyridin 
Reinstwasser 
0,1 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 
3,00[5] 
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Aufgabepuffer:[2] 0,01 N HCl 0,1 N Natrium-
Citratpuffer, pH 3,00[4] 
0,1 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 
3,00[5] 
Probenaufgabe: 20–50 mL Probe in Aufgabepuffer, angesäuert (pH ≤ 3,0) 
Nachspülung: 20–50 mL Aufgabepuffer 
Elution: Salzsäuren aufsteigender 
Konzentration[1] 
Natrium-Citratpuffer 
aufsteigender 
Konzentration und 
Ionenstärke[1,4] 
Pyridinium-Formiat- 
bzw. -Acetatpuffer 
aufsteigender 
Konzentration und 
Ionenstärke[1,5] 
Fluss: 0,35–0,5 mL/min 0,25–0,4 mL/min 0,2–0,3 mL/min 
[1] Die Dimension des Säulenbettes, die Körnung des Austauschers und die zur Elution verwendeten Lösungen 
sind bei den einzelnen Synthesen angegeben. [2] Es wurde stets mit dem 3-fachen Säulenbettvolumen eluiert.  
[3] Wenn der Austauscher in der Na+-Form war, musste zunächst mit 1 N HCl gespült werden. [4] Bei der 
Herstellung von Natrium-Citratpuffern ist zu beachten, dass 1 Mol Natriumcitrat-Dihydrat 3 Mol Natrium 
entspricht. Daher sind die Konzentrationen aller Citratpuffer als Normalitäten angegeben (dies entspricht der 
Molarität des austauschenden Na+). Der pH-Wert wurde mit fester Citronensäure eingestellt. Die Puffer sind nur 
wenige Tage haltbar. [5] Für Pyridin-Puffer mit pH-Werten zwischen 3,00 und 4,05 wird der pH-Wert mit 
Ameisensäure eingestellt, für Puffer höherer pH-Werte mit Essigsäure. Die Puffer sind mehrere Monate haltbar. 
3.3.1.4 Entsalzung vereinigter Fraktionen 
Im Anschluss an die IEC mussten Fraktionen, die Natriumcitrat enthielten, entsalzt werden. 
Hierzu wurde eine weitere IEC nach den in Tabelle 3-18 genannten Bedingungen durchge-
führt (Henle et al., 1995). Die Zielfraktionen wurden vereinigt, filtriert, und der pH-Wert der 
Lösung wurde mit 6 N HCl auf 2,0 eingestellt. 
Tabelle 3-18: Parameter der semipräparativen IEC zur Entsalzung von Lösungen. 
Säule: BioRad Econo Column, 2,5 × 15 cm 
Säulenbett: 80 mL stark saurer Kationentauscher DOWEX 50 WX-8, 200–400 mesh 
Konditionierung: 250 mL 6 N HCl 
 250 mL Reinstwasser 
Probenaufgabe: vereinigte Fraktionen, angesäuert (pH 2,0) 
Elution: 250 mL Reinstwasser (Elution des Citrats) 
 250 mL 1 N HCl (Elution des Natriums) 
 250 mL 4 N HCl (Elution des Produktes) 
Fluss: ca. 0,5 mL/min 
Fraktionierung: nur 4 N HCl als Einzelfraktion 
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3.3.2 Säulenchromatographie an Kieselgel (Flash-Chromatographie) 
3.3.2.1 Probenvorbereitung 
Die Lösungen von Syntheseansätzen und Extrakten, die mittels Flash-Chromatographie (FC) 
fraktioniert werden sollten, wurden zunächst unter Verwendung eines Rotationsverdampfers 
bis fast zur Trockne gebracht. Anschließend wurden sie in dem zur Fraktionierung verwende-
ten Lösungsmittel gelöst, in einen Spitzkolben (NS 29) überführt und erneut bis fast zur 
Trockne gebracht. Der Rückstand wurde mit so viel Kieselgel verrieben, dass ein rieselfähiges 
Pulver resultierte. 
3.3.2.2 Vorbereitung der Säule 
Alle Säulen zur FC wurden unmittelbar vor Beginn der Fraktionierung gegossen. Es wurden 
Glassäulen (NS 29) mit Glasfritte verwendet, deren Durchmesser sich nach der Masse des 
Kieselgels richtete (20 g Kieselgel: 2,0 × 20 cm; 30–50 g Kieselgel: 3,0 × 20 cm; 100 g 
Kieselgel: 5,0 × 20 cm). Für 1 Teil zu fraktionierender Substanz wurden 30–100 Teile 
Kieselgel und 300–1000 Teile Fließmittel (w/w/v) verwendet. Die in den Synthesemethoden 
angegebene Masse Kieselgel wurde, gegebenenfalls unter Kühlung, in einem Becherglas in 
Fließmittel suspendiert, so dass sie gießfähig war. Die Suspension wurde zügig in die mit 
etwas Fließmittel gefüllte Glassäule gegossen. Das Fließmittel wurde abgelassen, bis die 
Flüssigkeitsoberfläche ca. 0,5 cm über der Geloberfläche stand. 
3.3.2.3 Probenaufgabe und Fraktionierung 
Die pulvrige Probe wurde durch einen Trichter in die überstehende Flüssigkeit überführt, so 
dass die Probenschicht über der Trenngelschicht gleichmäßig hoch war. Ab Probenaufgabe 
wurden Fraktionen zu 10 mL in Glasröhrchen gesammelt. Die über der Probenschicht 
stehende Flüssigkeit wurde zunächst bis zur Geloberfläche abgelassen. Dann wurde die 
Säuleninnenwand mit Fließmittel gespült (Pasteurpipette), das ebenfalls bis zur Geloberfläche 
abgelassen wurde. Zum Schutz vor Aufwirbelungen bei der weiteren Fließmittelzugabe wurde 
auf die Geloberfläche eine ca. 2 mm dicke Schicht Seesand aufgetragen. Die Säuleninnen-
wand wurde noch mehrmals mit Fließmittel gespült, das immer wieder bis zur Sandoberfläche 
abgelassen wurde. Abschließend wurde die Säule ganz mit Fließmittel gefüllt, gegebenenfalls 
wurde ein Lösungsmittelreservoir aufgesetzt. Es wurde stets bei vollständig geöffnetem 
Auslasshahn fraktioniert (Fluss max. 5 mL/min). Nach der Fraktionierung wurden die 
Fraktionen getüpfelt (vgl. Kap. 3.2.6). Zielfraktionen mussten vor der destillativen Entfernung 
des Fließmittels filtriert werden, da z.T. Kieselgel in die Fraktionen mitgerissen wird. 
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3.4 Synthesen 
3.4.1 Synthese und Isolierung unmodifizierter Peptide 
Synthese von Ala-Arg 79a 
509,7 mg (1,40 mmol) Boc-Ala-Arg wurden in 30 mL einer Mischung aus Tetrahydrofuran 
(THF) und 6 N HCl (1/1, v/v) gelöst und 1 h bei RT gerührt (Glomb und Pfahler, 2001). Die 
Lösungsmittel wurden anschließend unter Verwendung eines Rotationsverdampfers destillativ 
im Vakuum entfernt. 
Synthese von Arg-Ala 79b 
704,8 mg (1,51 mmol) Fmoc-Arg-Ala wurden in Anlehnung an Vinale et al. (1999) in einer 
Mischung aus 80 mL DMF/MeOH (9/1, v/v) und 20 mL Morpholin gelöst und 1 h bei RT 
gerührt. Nach Zugabe von 100 mL Wasser wurden die Lösungsmittel destillativ im Vakuum 
entfernt. Der trockene Rückstand wurde in 100 mL Wasser und 50 mL Ether aufgenommen 
und in einen Scheidetrichter überführt. Nach der Trennung der Phasen wurde die wässrige 
Phase mit Ether (2 × 50 mL) extrahiert und im Vakuum zur Trockne eingeengt. 
Isolierung der Arginin- und Histidinpeptide 
Bei der Vorreinigung der Syntheseansätze für Ala-HAL bzw. HAL-Ala (vgl. Kap. 3.4.4.2) 
fielen die unmodifizierten Peptide als Nebenprodukte an. Aus den vereinigten Fraktionen 
wurde zunächst die Salzsäure im Wasserstrahlvakuum destillativ entfernt, und die Rückstände 
wurden in 40 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,0 aufgenommen. Ebenso wurden die bei 
der Synthese der Argininpeptide gewonnenen Rückstände gelöst. Die Fraktionierung erfolgte 
mittels semipräparativer IEC unter Verwendung eines Na+-Gradienten (vgl. Kap. 3.3.1.3 und 
Tabelle 3-19).  
Tabelle 3-19: Semipräparative IEC zur Isolierung der unmodifizierten Arginin- und Histidinpeptide. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, 
ab Beginn Elution 
Ala-Arg 79a 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
400 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
400 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 6,00 
400 mL 0,5 N Natrium-
Citratpuffer, pH 6,00 
Ala-Arg: 850–1150 mL 
Arg-Ala 79b 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
500 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 6,00 
500 mL 0,5 N Natrium-
Citratpuffer, pH 6,00 
Arg-Ala: 600–750 mL 
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Ala-His 80a 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
550 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
Ala-His: 410–540 mL 
His-Ala 80b 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
650 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
His-Ala: 410–550 mL 
 
Nach dem Tüpfeltest (Ninhydrin) wurde zur Beurteilung der Bandenreinheit bei den Arginin-
peptiden das DC-System DC-3, bei den Histidinpeptiden das System DC-4 (vgl. Tabelle 3-13) 
angewendet. Im hinteren Teil der Zielbande des Arg-Ala 79b coeluierte eine weitere Substanz 
mit dem hRf-Wert 37 (hRf (Arg-Ala) = 30). Diese Fraktionen wurden verworfen. Reine Ziel-
fraktionen wurden vereinigt, filtriert und entsalzt. Die entsalzten Lösungen wurden im 
Wasserstrahlvakuum bis fast zur Trockne eingeengt und die Rückstände gefriergetrocknet. 
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Abbildung 3-1: Strukturen von Ala-Arg 79a, Arg-Ala 79b, Ala-His 80a und His-Ala 80b. 
L-Alanyl-L-arginin 79a (Ala-Arg). ESI-MS: m/z = 175,1 ([M + H]+, Arg); 246,1 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,44 (d, 3H, 
3J = 7,1 Hz, H-9); 1,56 (m, 2H, H-4); 
1,70 (m, 1H, H-3A); 1,84 (m, 1H, H-3B); 3,12 (t, 2H, 3J = 6,9 Hz, H-5); 4,01 (q, 1H, 3J = 7,1 
Hz, H-8); 4,28 (dd, 1H, 3J = 5,3 Hz und 8,6 Hz, H-2). Elementaranalyse: C9H19N5O3 (M = 
245,28) erfordert: C = 44,07%, H = 7,81%, N = 28,55%, C/N = 1,54; gefunden: C = 32,21%, 
H = 7,05%, N = 20,02%, C/N = 1,61. Gehalt: 70,3% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelblicher Feststoff. Ausbeute: 452,6 mg 
(92,7%).  
L-Arginyl-L-alanin 79b (Arg-Ala). ESI-MS: m/z = 246,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, 
D2O) δ/ppm: 1,34 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-9); 1,61 (m, 2H, H-4); 1,84 (m, 4H, H-3); 3,13 (t, 
2H, 3J = 6,9 Hz, H-5); 3,93 (t, 1H, 3J = 6,4 Hz, H-2); 4,30 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-8). 
Elementaranalyse: C9H19N5O3 (M = 245,28) erfordert: C = 44,07%, H = 7,81%, N = 
28,55%, C/N = 1,54; gefunden: C = 30,37%, H = 7,12%, N = 19,34%, C/N = 1,57. Gehalt: 
67,7% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, leicht 
gelblicher Feststoff. Ausbeute: 270,4 mg (49,4%). 
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L-Alanyl-L-histidin 80a (Ala-His). ESI-MS: m/z = 157,0 ([M + H]+, His); 227,08 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,40 (d, 3H, 
3J = 7,1 Hz, H-9); 3,14 (dd, 1H, 2J = 
15,7 Hz, 3J = 8,3 Hz, H-3A); 3,25 (ddd, 1H, 2J = 15,5 Hz, 3J = 5,6 Hz, 4J = 0,5 Hz, H-3B); 
3,97 (q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 4,63 (dd, 1H, 3J = 5,6 Hz, 3J = 8,2 Hz, H-2); 7,22 (d, 1H, J = 
0,9 Hz, H-5); 8,51 (d, 1H, J = 1,4 Hz, H-6). Elementaranalyse: C9H14N4O3 (M = 226,23) 
erfordert: C = 47,78%, H = 6,24%, N = 24,77%, C/N = 1,93; gefunden: C = 32,94%, H = 
5,99%, N = 16,91%, C/N = 1,95. Gehalt: 68,3% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, leicht gelblicher Feststoff. Ausbeute: 404,1 mg 
(39,6%).  
L-Histidyl-L-alanin 80b (His-Ala). ESI-MS: m/z = 227,09 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, 
D2O) δ/ppm: 1,31 (d, 3H, 
3J = 7,4 Hz, H-9); 3,29 (dd, 1H, 2J = 15,6 Hz, 3J = 7,7 Hz, H-3A); 
3,35 (dd, 1H, 2J = 15,7 Hz, 3J = 5,4 Hz, H-3B); 4,20 (dd, 1H, 3J = 5,5 Hz, 3J = 7,7 Hz, H-2); 
4,30 (q, 1H, 3J = 7,4 Hz, H-8); 7,35 (d, 1H, J = 0,8 Hz, H-5); 8,59 (d, 1H, J = 1,3 Hz, H-6). 
Elementaranalyse: C9H14N4O3 (M = 226,23) erfordert: C = 47,78%, H = 6,24%, N = 
24,77%, C/N = 1,93; gefunden: C = 33,37%, H = 5,80%, N = 17,09%, C/N = 1,95. Gehalt: 
69,0% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, leicht 
gelblicher Feststoff. Ausbeute: 237,2 mg (23,4%). 
3.4.2 Synthese von Maillard-Produkten des Lysins 
3.4.2.1 Synthese von Amadori-Produkten und Furosin 
Die Synthese der Derivate erfolgte teils durch Erhitzen der Reaktanden in einem geeigneten 
Lösungsmittel (Finot und Mauron, 1969; Krause et al., 2003), teils durch trockene Inkubation 
an Cellulose als festem Träger (Reutter und Eichner, 1989). 
Synthesen in Lösung 
Die in Tabelle 3-20 angegebenen Reaktanden wurden im entsprechenden Lösungsmittel 
gelöst und in einem Ölbad unter Rückfluss erhitzt. Die Oberfläche der siedenden Lösung 
wurde über der des Ölbades gehalten, um lokale Überhitzung zu vermeiden. 
Tabelle 3-20: Synthese von Amadori-Produkten in Lösung. 
Präparat Edukte Lösungsmittel Reaktionszeit; 
Temperatur 
Fructoselysin 1 
(FL) 
648,8 mg (2,63 mmol) Boc-Lys 
2,70 g (15 mmol) Glucose 
105 mL Methanol 4 h; 75 °C  
Tagatoselysin 81 
(TL) 
621,7 mg (2,5 mmol) Boc-Lys 
2,71 g (15,1 mmol) Galaktose 
100 mL DMF/MeOH 
(3/7, v/v) 
2h; 75 °C  
Lactuloselysin 
82 (LL) 
745,7 mg (3,03 mmol) Boc-Lys 
6,20 g (18,11 mmol) Lactose 
100 mL DMF/MeOH 
(3/7, v/v) 
3h; 75 °C  
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Ala-FL 1a  507,3 mg (1,60 mmol) Boc-Ala-Lys 
1,73 g (9,61 mmol) Glucose 
90 mL Methanol 4 h; 75 °C  
 
Nach der Synthese wurden die Lösungsmittel mit einem Rotationsverdampfer unter reduzier-
tem Druck bei 35 °C entfernt. Zur vollständigen Entfernung von DMF wurde der noch 
flüssige Rückstand zweimal mit 100 mL Wasser versetzt und erneut eingeengt. Die trockenen 
Rückstände wurden in 150 mL Reinstwasser aufgenommen. Die Lösungen wurden entzuckert 
(vgl. Kap. 3.3.1.2); gleichzeitig wurde die Boc-Schutzgruppe abgespalten.  
Synthesen in trockenen Ansätzen 
Die in Tabelle 3-21 angegebenen Edukte wurden in Wasser gelöst und entweder nach 
Aufschlämmung mit Cellulose oder direkt eingefroren und gefriergetrocknet und die Lyophi-
lisate entsprechend inkubiert. Für die Synthese von Ribuloselysin 83 wurden in einem 
Exsikkator ca. 100 mL gesättigte CaCl2-Lösung (Krause, 2004) zwei Tage vorinkubiert. 
Tabelle 3-21: Synthese von Amadori-Produkten in trockenen Ansätzen. 
Präparat Edukte Cellulose Inkubationsbedingungen 
Ribuloselysin 83 
(RL) 
505,5 mg (2,06 mmol) Boc-Lys 
1,21 g (8,09 mmol) Ribose 
6 mL Wasser 
4,0 g 24 d, RT, aW = 0,35 
FL-Ala 1b  506,0 mg (1,59 mmol) Boc-Lys-Ala 
1,72 g (9,6 mmol) Glucose 
50 mL Wasser  
– 4 h; 70 °C 
 
Nach der Inkubation des Ribuloselysin-Syntheseansatzes wurde der Cellulosekuchen mit 
Reinstwasser (3 × 50 mL) extrahiert. Der Reaktionsansatz für FL-Ala 1b wurde direkt in 
75 mL Reinstwasser gelöst. Die Lösungen wurden entzuckert (vgl. Kap. 3.3.1.2); gleichzeitig 
wurde die Boc-Schutzgruppe abgespalten. 
Synthese und Isolierung von Furosin 84 
600 mg Fructoselysin 1 wurden in 600 mL 6 N HCl gelöst und 24 h bei 110 °C unter Rück-
fluss erhitzt. Die Salzsäure wurde im Vakuum destillativ entfernt und der Rückstand in 10 mL 
0,01 N HCl gelöst. Die Fraktionierung erfolgte mittels IEC unter Verwendung eines H+-
Gradienten. Die mit 3 bis 3,5 N HCl eluierenden Fraktionen, die Pyridosin und Furosin 
enthielten, wurden vereinigt und filtriert. Anschließend wurde die Salzsäure im Vakuum 
destillativ entfernt und der Rückstand in 20 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,0 aufge-
nommen. Die Fraktionierung erfolgte durch semipräparative IEC unter Verwendung eines 
Na+-Systems (vgl. Kap. 3.3.1.3 und Tabelle 3-22). 
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Isolierung der Amadori-Produkte 
Die nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe gewonnenen Eluate wurden im Vakuum zur 
Trockne gebracht und in 30 mL 0,1 N Pyridinum-Formiatpuffer, pH 3,00 gelöst. Die semi-
präparative IEC wurde unter Verwendung eines Py+-Systems (vgl. Kap. 3.3.1.3 und Tabelle 
3-22) durchgeführt. 
Tabelle 3-22: Semipräparative IEC zur Isolierung freier und peptidgebundener Amadori-Produkte 
sowie des Furosins 84. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, ab 
Beginn Elution 
Fructoselysin 1 
(FL) 
1,5 × 20 cm 
200–400 mesh 
400 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,35 
50–100 mL 
Tagatoselysin 81 
(TL) 
1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
400 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,35 
160–250 mL 
Lactuloselysin 82 
(LL) 
1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
250 mL 0,1 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,00 
200 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,35 
LL: 300–350 mL 
FL: 380–430 mL 
Ribuloselysin 83 
(RL) 
1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
400 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,25 
190–280 mL 
Ala-FL 1a und FL-
Ala 1b 
1,5 × 50 cm 
100–200 mesh 
650 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,35 
Ala-FL: 230–340 mL 
FL-Ala: 250–550 mL 
Furosin 84 
Vorfraktionierung 
1,5 × 75 cm 
100–200 mesh 
400 mL 1,5 N HCl 
2250 mL 2 N HCl 
400 mL 2,5 N HCl 
400 mL 3 N HCl 
500 mL 3,5 N HCl 
Fructoselysin: 470–550 mL 
CML: 900–1040 mL 
Lysin: 1190–1550 mL 
Furosin/Pyridosin: 3100–3700 
mL 
Furosin 84 
Hauptfraktionierung 
1,5 × 20 cm 
100–200 mesh 
300 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,20 
400 mL 0,5 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,50 
Furosin: 360–630 mL 
 
Der Tüpfeltest wurde bei der Isolierung von AP einmal mit Ninhydrin und einmal mit TTC 
durchgeführt. Fraktionen, die in beiden Tests anfärbten, wurden vereinigt und bei max. 35 °C 
im Wasserstrahlvakuum zur Trockne eingeengt. Die Rückstände wurden schrittweise mit 
Methanol gelöst (3–4 Portionen à 1 mL). Die Lösungen wurden dann mit einer Glaspipette 
unter Rühren in 30 mL auf −20 °C gekühltes Butanon eingetropft, wobei sich weiße bis leicht 
bräunliche Präzipitate bildeten. Die Suspensionen wurden über Nacht im Tiefkühlschrank 
gelagert und dann über eine Glasfritte filtriert. Die Rückstände wurden mit eiskaltem Butanon 
gewaschen und im Vakuum (Exsikkator) getrocknet. Die Präparate wurden bei −20 °C 
gelagert.  
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Bei der Isolierung des Furosins 84 wurden ninhydrinpositive Fraktionen mittels Aminosäure-
analyse nach dem bei Krause (2004) angegebenen System untersucht. Furosinhaltige Fraktio-
nen der Hauptfraktionierung wurden entsalzt (vgl. Kap. 3.3.1.4) und gefriergetrocknet. 
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Abbildung 3-2: Strukturen von Tagatoselysin 81, Lactuloselysin 82, Ribuloselysin 83, Ala-FL 1a, FL-
Ala 1b und Furosin 84.  
N-ε-(1-Desoxy-D-fructos-1-yl)-L-lysin 1 (Fructoselysin, FL). ESI-MS: m/z = 309,2 ([M + 
H]+). Elementaranalyse: C12H24N2O7 (M = 308,33) erfordert: C = 46,75%, H = 7,85%, N = 
9,09%, C/N = 5,14; gefunden: C = 46,8%, H = 8,11%, N = 6,95%, C/N = 6,73. Gehalt: 76,5% 
(N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer Feststoff. 
Ausbeute: 438,6 mg (41,4%). 
N-ε-(1-Desoxy-D-tagatos-1-yl)-L-lysin 81 (Tagatoselysin, TL). ESI-MS: m/z = 309,2 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm (α-Pyranose, 72%): 1,31 (m, 2H, H-4); 1,59 (m, 2H, 
H-5); 1,74 (m, 2H, H-3); 2,95 (m, 2H, H-6); 3,17 (s, H-1’); 3,46 (m, H-6’A); 3,59 (t, 2H, 3J = 
6,1 Hz, H-2); 3,71 (m, H-4’, H-5’, H-6’B); 3,77 (d, 3J = 2,5 Hz, H-3’). Elementaranalyse: 
C12H24N2O7 (M = 308,33) erfordert: C = 46,75%, H = 7,85%, N = 9,09%, C/N = 5,14; 
gefunden: C = 15,05%, H = 7,74%, N = 7,24%, C/N = 6,22. Gehalt: 79,6% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer Feststoff. Ausbeute: 
420,6 mg (43,4%). 
N-ε-(1-Desoxylactulos-1-yl)-L-lysin 82 (Lactuloselysin, LL). ESI-MS: m/z = 471,2 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm (β-Pyranose): 1,37 (m, 2H, H-4); 1,66 (m, 2H, H-5); 
1,79 (m, 2H, H-3); 3,02 (dt, 2H, H-6); 3,21 (s, 2H, H-1’); 3,48 (dd, 1H, H-2’’); 3,53-3,73 (m, 
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6H, Lys-H2, H-6’A, H-6’’, H-5’’, H-3’’); 3,75 (d, 1H, H-3’); 3,81 (m, 1H, H-4’’); 3,90 (d, 
1H, H-6’B); 3,99 (m, 1H, H-4’); 4,10 (m, 1H, H-5’); 4,44 (d, 1H, H-1’’). Elementaranalyse: 
C18H34N2O12 (M = 470,47) erfordert: C = 45,95%, H = 7,28%, N = 5,95%, C/N = 7,72; 
gefunden: C = 42,92%, H = 8,52%, N = 5,08%, C/N = 8,45. Gehalt: 85,3% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer Feststoff. Ausbeute: 
589,3 mg (35,3%). 
N-ε-(1-Desoxy-D-ribulos-1-yl)-L-lysin 83 (Ribuloselysin, RL). ESI-MS: m/z = 279,2 ([M + 
H]+). 1H-NMR: vgl. Hellwig und Henle (2010). Spektroskopische Reinheit: 86,1%. Elemen-
taranalyse: C11H22N2O6 (M = 278,30) erfordert: C = 47,47%, H = 7,97%, N = 10,07%, C/N = 
4,70; gefunden: C = 47,04%, H = 8,36%, N = 8,45%, C/N = 5,57. Gehalt: 83,9% (N-
Verhältnis). Hellbrauner Feststoff. Ausbeute: 242,9 mg (35,5%). 
L-Alanyl-[N-ε-(1-Desoxy-D-fructos-1-yl)-L-lysin] 1a (Ala-FL). ESI-MS: m/z = 380,2 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm (β-Pyranose): 1,31 (m, 2H, H-4); 1,53 (d, 3H, 
3J = 7,1 
Hz, H-9); 1,63 (m, 2H, H-5); 1,70 (m, 2H, H-3); 2,99 (t, 2H, H-6); 3,17 (s, H-1’); 3,60 (d, 1H, 
3J = 10,0 Hz, H-3’); 3,63 (dd, 1H, 3J = 2,1 Hz, 2J = 13,1 Hz, H-6’A); 3,77 (dd, 1H, 3J = 3,3 
Hz, 3J = 9,9 Hz, H-4’); 3,87-3,90 (m, 2H, H-5’ und H-6’B); 3,97 (q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 
4,03 (dd, 1H, 3J = 5,6 Hz, 3J = 7,9 Hz, H-2). Elementaranalyse: C15H29N3O8 (M = 379,41) 
erfordert: C = 47,48%, H = 7,70%, N = 11,08%, C/N = 4,29; gefunden: C = 43,08%, H = 
8,16%, N = 9,30%, C/N = 4,63. Gehalt: 83,9% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chroma-
tographische Reinheit > 99%, weißer Feststoff. Ausbeute: 384,7 mg (53,2%). 
N-ε-(1-Desoxy-D-fructos-1-yl)-L-lysyl-L-alanin 1b (FL-Ala). ESI-MS: m/z = 380,2 ([M + 
H]+); 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm (β-Pyranose): 1,24 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-9); 1,39 (m, 
2H, H-4); 1,64 (m, 2H, H-5); 1,82 (m, 2H, H-3); 3,02 (m, 2H, H-6); 3,18 (s, 2 H, H-1’); 3,60 
(d, 1H, 3J = 9,9 Hz, H-3’); 3,64 (dd, 1H, 3J = 2,1 Hz, 2J = 13,0 Hz, H-6’A); 3,77 (dd, 1H, 3J = 
3,4 Hz, 3J = 9,8 Hz, H-4’); 3,85-3,90 (m, 3H, H-2, H-5’ und H-6’B); 4,05 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, 
H-8). Elementaranalyse: C15H29N3O8 (M = 379,41) erfordert: C = 47,48%, H = 7,70%, N = 
11,08%, C/N = 4,29; gefunden: C = 44,51%, H = 8,31%, N = 10,68%, C/N = 4,17. Gehalt: 
96,4% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer 
Feststoff. Ausbeute: 309,3 mg (49,4%). 
N-ε-(2-Furoylmethyl)-L-lysin 84 (Furosin): ESI-MS: m/z = 255,14 ([M + H]+). 1H-NMR 
(500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,53 (m, 2H, H-4); 1,73; 1,87 (2 × m, 4H, H-3, H-5); 3,09 (t, 2H, H-
6, 3J = 7,8 Hz); 3,87 (t, 1H, 3J = 6,2 Hz, H-2); 4,50 (s, 2H, H-1’); 6,64 (dd, 1H, 3J = 3,7 Hz 
und J = 1,5 Hz, H-5’); 7,46 (d, 1H, 3J = 3,7 Hz, H-4’); 7,78 (d, 1H, 3J = 0,7 Hz, H-6’). 
Elementaranalyse: C12H18N2O4 (M = 254,28) erfordert: C = 56,68%, H = 7,13%, N = 
11,02%, C/N = 5,14; gefunden: C = 39,58%, H = 6,37%, N = 8,09%, C/N = 4,89. Gehalt: 
73,4% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer 
Feststoff. Ausbeute: 73,9 mg (14,3%). 
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3.4.2.2 Synthese carboxyalkylierter Aminosäuren und Peptide 
Synthese und Isolierung 
Die Synthese der Carboxymethyl- (CML) und Carboxyethylderivate (CEL) erfolgte in 
Anlehnung an Liardon et al. (1987), die Reinigung nach Grunwald et al. (2006). Die in 
Tabelle 3-23 angegebenen Reaktanden wurden in einem Rundkolben in Reinstwasser gelöst. 
Der pH-Wert wurde mit 1 N Natronlauge auf 8,75 eingestellt. Nach Zugabe des Katalysators 
(10% Palladium auf Aktivkohle) wurde der Kolben mit einem 3-Wege-Hahn versehen und 
evakuiert. Anschließend wurde ein mit Wasserstoff gefüllter Ballon angeschlossen 
(V = 1800 mL) und die Suspension zunächst 16–24 h unter H2-Atmosphäre gerührt. Nach 
Umsatzkontrolle (DC-System DC-1, vgl. Tabelle 3-13) wurde gegebenenfalls weitere α-
Ketosäure zugefügt und die Wasserstoffatmosphäre erneuert. Die Reaktion wurde nach 
spätestens 48 h beendet, indem der Katalysator abfiltriert wurde.  
Tabelle 3-23: Carboxyalkylierung von Aminosäuren und Peptiden. 
Präparat Edukte  Reinst-
wasser 
Katalysator 
Pd/C 
Reaktions-
zeit 
CML 8 1000,1 mg (4,06 mmol) Boc-Lys 
480,0 mg (5,21 mmol) Glyoxylsäure 
Monohydrat 
30 mL 50,0 mg 16,5 h 
CEL 30 1,243 g (5,05 mmol) Boc-Lys 
0,586 g (6,52 mmol) Brenztraubensäure 
20 mL 84,0 mg 48 h 
Ala-CML 
8a 
500 mg (1,58 mmol) Boc-Ala-Lys 
187 mg (1,97 mmol) Glyoxylsäure 
Monohydrat 
10 mL 38,0 mg 24 h 
CML-Ala 
8b 
500,3 mg (1,58 mmol) Boc-Lys-Ala 
710,8 mg (7,49 mmol) Glyoxylsäure 
Monohydrat 
30 mL 50,6 mg 24 h 
Ala-CEL 
30a 
500 mg (1,58 mmol) Boc-Ala-Lys 
357 mg (3,97 mmol) Brenztraubensäure[1] 
10 mL  34,0 mg 48 h 
CEL-Ala 
30b 
500 mg (1,58 mmol) Boc-Lys-Ala 
695 mg (7,73 mmol) Brenztraubensäure 
10 mL  35,0 mg 48 h 
[1] Zu Beginn der Reaktion wurden 177 mg Brenztraubensäure zugegeben, nach 24 h weitere 180 mg. 
Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde zu den Lösungen der Aminosäurederivate das 
gleiche Volumen 6 N HCl gegeben. Die Lösungen wurden 3 h unter Rückfluss erhitzt. Die 
Lösungen der Peptidderivate wurden zu 1000 mL 10% Essigsäure gegeben und 4 h bei 70 °C 
erhitzt (Henle und Bachmann, 1996). Salzsäure bzw. Essigsäure wurden im Wasserstrahlva-
kuum abdestilliert. Die Rückstände wurden in 30 mL 0,01 N HCl aufgenommen und mittels 
semipräparativer IEC unter Verwendung eines H+-Gradienten fraktioniert (vgl. Kap. 3.3.1.3 
und Tabelle 3-24).  
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Tabelle 3-24: Semipräparative IEC zur Isolierung carboxyalkylierter Aminosäuren und Peptide. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, 
ab Beginn Elution 
CML 8 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
50 mL 0,01 N HCl 
400 mL 1 N HCl 
560 mL 1,5 N HCl 
400 mL 2 N HCl 
CML: 850–1150 mL 
Lysin: 1270–1500 mL 
 
CEL 30 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
50 mL 0,01 N HCl 
50 mL 1 N HCl 
400 mL 1,5 N HCl 
450 mL 2 N HCl 
CEL: 610–730 mL 
Lysin: 780–860 mL 
 
Ala-CML 8a 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
300 mL 1 N HCl 
600 mL 1,5 N HCl 
600 mL 2 N HCl 
Ala-CML: 820–1050 mL
Ala-Lys: 1180–1330 mL 
CML-Ala 8b 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
30 mL 0,01 N HCl 
300 mL 1 N HCl 
450 mL 1,5 N HCl 
450 mL 2 N HCl 
CML-Ala: 740–830 mL 
Lys-Ala: n.n.[1] 
Ala-CEL 30a 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
wie 8a Ala-CEL: 750–950 mL  
Ala-Lys: 1050–1150 mL 
CEL-Ala 30b 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
wie 8a CEL-Ala: 780–940 mL 
Lys-Ala: n.n.[1] 
[1] n.n., nicht nachweisbar. 
Im Tüpfeltest ninhydrin-positive Fraktionen wurden zunächst per DC untersucht (System 
DC-2, vgl. Tabelle 3-13). Reine Zielfraktionen wurden vereinigt und mehrfach im Wasser-
strahlvakuum zur Trockne eingeengt und in Wasser wieder aufgenommen, bis der Geruch 
nach Salzsäure nicht mehr wahrnehmbar war. Dann wurden die Rückstände gefriergetrocknet. 
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Abbildung 3-3: Strukturen von CML 8, Ala-CML 8a und CML-Ala 8b. 
N-ε-Carboxymethyl-L-lysin 8 (CML). ESI-MS: m/z = 205,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 
MHz, D2O), δ/ppm: 1,40 (m, 2H, H-4); 1,66 (q, 2H, H-5); 1,85 (m, 2H, H-3); 3,01 (t, 2H, H-
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6, 3J = 7,8); 3,73 (s, 2H, H-2’) 3,88 (t, 1H, 3J = 6,3 Hz, H-2). 13C-NMR (125 MHz, D2O) 
δ/ppm: 21,4 (CH2, C-4); 23,6 (CH2, C-5); 24,9 (CH2, C-3); 46,9 (CH2, C-6); 47,8 (CH2, C-2’); 
53,0 (CH, C-2); 169,6 (Ci, C-1’); 172,6 (Ci, C-1). Elementaranalyse: C8H16N2O4 (M = 
204,22) erfordert: C = 47,05%, H = 7,90%, N = 13,72%, C/N = 3,43; gefunden: C = 34,87%, 
H = 5,90%, N = 10,22%, C/N = 3,41. Gehalt: 74,5% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 517,0 mg (46,4%). 
L-Alanyl-(N-ε-Carboxymethyl)-L-lysin 8a (Ala-CML). ESI-MS: m/z = 138,5 ([M + 2H]2+) 
205,1 ([M + H]+, CML); 276,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,36 (m, 2H, 
H-4); 1,42 (d, 3H, 3J = 7,1 Hz, H-9); 1,64 (m, 2H, H-5); 1,76 (m, 2H, H-3); 3,00 (t, 2H, 3J = 
7,8 Hz, H-6); 3,81 (s, 2H, H-2’); 4,00 (q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 4,28 (dd, 1H, 3J = 5,2 Hz und 
8,8 Hz, H-2). Elementaranalyse: C11H21N3O5 (M = 275,30) erfordert: C = 47,99%, H = 
7,69%, N = 15,26%, C/N = 3,14; gefunden: C = 34,45%, H = 6,79%, N = 10,92%, C/N = 
3,15. Gehalt: 71,6% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit 
> 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 369,0 mg (60,7%). 
(N-ε-Carboxymethyl)-L-lysyl-L-alanin 8b (CML-Ala). ESI-MS: m/z = 276,1 ([M + H]+). 
1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,34 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-9); 1,40 (m, 2H, H-4); 1,66 (m, 
2H, H-5) 1,83 (m, 2H, H-3); 3,01 (t, 2H, 3J = 7,9, H-6); 3,76 (s, 2H, H-2’); 3,91 (t, 1H, 3J = 
6,5 Hz, H-2); 4,31 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-8). Elementaranalyse: C11H21N3O5 (M = 275,30) 
erfordert: C = 47,99%, H = 7,69%, N = 15,26%, C/N = 3,14; gefunden: C = 35,80%, H = 
7,06%, N = 11,31%, C/N = 3,17. Gehalt: 74,1% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 183,4 mg (31,2%). 
HN
H2N
O
OH
O
OH
3‘
1
6
5
4
3
2
1‘
2‘
HN
H2N
O
HN
O
OH
O
OH
3‘
1
6
5
4
3
2
1‘
2‘
7
8
9
HN
N
H
O
OH
O
H2N
O
OH
3‘
1
6
5
4
3
2
1‘
2‘
7
8
9
30b30a30  
Abbildung 3-4: Strukturen von CEL 30, Ala-CEL 30a und CEL-Ala 30b. 
N-ε-(1-Carboxyeth-1-yl)-L-lysin 30 (CEL). ESI-MS: m/z = 219,1 ([M + H]+). 1H-NMR 
(500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,42 (m, 2H, H-4); 1,44 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-3’); 1,65 (m, 2H, H-
5); 1,85 (m, 2H, H-3); 2,99 (m, 2H, H-6); 3,91 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-2’); 3,95 (t, 1H, 3J =6,3 
Hz, H-2). 13C-NMR (125 MHz, D2O) δ/ppm: 14,1 (CH3, C-3’); 21,4 (CH2, C-4); 25,1 (CH2, 
C-5); 29,1 (CH2, C-3); 45,3 (CH2, C-6); 52,5 (CH, C-2’); 55,5 (CH, C-2); 171,9 (Ci, C-1’); 
172,9 (Ci, C-1). Elementaranalyse: C9H18N2O4 (M = 218,25) erfordert: C = 49,53%, H = 
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8,31%, N = 12,84%, C/N = 3,86; gefunden: C = 34,76%, H = 6,95%, N = 8,88%, C/N = 3,92. 
Gehalt: 69,2% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, 
schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 980,0 mg (61,5%). 
L-Alanyl-[N-ε-(1-Carboxyeth-1-yl)]- L-lysin 30a (Ala-CEL). ESI-MS: m/z = 290,2 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,36 (m, 2H, H-4); 1,42 (d, 3H, 
3J = 7,1 Hz, H-9); 
1,44 (d, 3H, 3J = 7,3 Hz, H-3’); 1,63 (m, 2H, H-5); 1,76 (m, 2H, H-3); 2,98 (m, 2H, H-6); 3,92 
(q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-2’); 4,00 (q, 1H, 3J =7,1 Hz, H-8); 4,28 (dd, 1H, 3J =5,2 Hz und 8,8 Hz, 
H-2). Elementaranalyse: C12H23N3O5 (M = 289,33) erfordert: C = 49,81%, H = 8,01%, N = 
14,52%, C/N = 3,43; gefunden: C = 35,55%, H = 7,03%, N = 10,33%, C/N = 3,44. Gehalt: 
71,1% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, schwach 
gelber Feststoff. Ausbeute: 430,0 mg (66,9%). 
N-ε-(1-Carboxyeth-1-yl)-L-lysyl-L-alanin 30b (CEL-Ala). ESI-MS: m/z = 145,6 ([M + 
2H]2+); 290,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,32 (d, 3H, 
3J = 7,4 Hz, H-9); 
1,39 (m, 2H, H-4); 1,44 (d, 3H, 3J = 7,3 Hz, H-3’); 1,64 (m, 2H, H-5); 1,82 (m, 2H, H-3); 2,99 
(m, 2H, H-6); 3,91 (t, 1H, 3J = 6,6 Hz, H-2); 3,93 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-2’); 4,30 (q, 1H, 3J 
=7,3 Hz, H-8). Elementaranalyse: C12H23N3O5 (M = 289,33) erfordert: C = 49,81%, H = 
8,01%, N = 14,52%, C/N = 3,43; gefunden: C = 35,25%, H = 6,95%, N = 10,28%, C/N = 
3,43. Gehalt: 70,8% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit 
> 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 377,0 mg (58,4%). 
 
3.4.2.3 Synthese von freiem und peptidgebundenem Pyrralin 33 und Formylin 34 
Synthese der 3-Desoxyosone als Precursoren 
Zur Synthese von 3-DG 11 bzw. 3-DPs 24 wurden aus Glucose bzw. Ribose zunächst die 
Bisbenzoylhydrazone der entsprechenden 3-Desoxyosone hergestellt. Diese wurden dann mit 
Benzaldehyd transhydrazoniert und durch Extraktion sowie Behandlung mit Mischbettionen-
austauschern gereinigt (El Khadem et al., 1971; Henle und Bachmann, 1996; Hellwig und 
Henle, 2010).  
 
Synthese und Extraktion der Boc-geschützten Derivate 
Die Synthesen erfolgten in Anlehnung an Henle und Bachmann (1996). Die in Tabelle 3-25 
angegebenen Edukte wurden in dem entsprechenden Lösungsmittel gelöst. Die Lösungen 
wurden mit Cellulose zu einem dicklichen Brei verrührt, der gefriergetrocknet wurde. 
3 Materialien und Methoden 87 
Tabelle 3-25: Synthese freier und peptidgebundener Pyrrolderivate. 
Präparat Edukte  0,1 N Na-
Acetatpuffer, 
pH 5,0 
Reinstwasser Cellulose 
Pyrralin 
33 
540,2 mg (2,19 mmol) Boc-Lys 
1,43 g 3-DG[1] 
6,5 mL[2] – 5,2 g 
Ala-Pyrr 
33a 
492,5 mg (1,55 mmol) Boc-Ala-Lys 
1,08 g 3-DG[1] 
4,7 mL[2] – 3,8 g 
Pyrr-Ala 
33b 
506,3 mg (1,60 mmol) Boc-Lys-Ala 
1,10 g 3-DG[1] 
4,7 mL[2] – 3,8 g 
Formylin 
34 
335,0 mg (1,36 mmol) Boc-Lys 
710,0 mg 3-DPs 
4,1 mL[2] – 3,7 g 
Ala-Fom 
34a 
486,0 mg (1,53 mmol) Boc-Ala-Lys 
1000 mg 3-DPs 
– 5,6 mL 4,5 g 
Fom-Ala 
34b 
452,7 mg (1,43 mmol) Boc-Lys-Ala 
750 mg 3-DPs 
– 4,8 mL 3,8 g 
[1] Das verwendete 3-DG wies einen Gehalt von ca. 50% auf. [2] Nach dem Lösen der Reaktanden wurde der 
pH-Wert mit Essigsäure auf 5,0 eingestellt. 
Nach der Gefriertrocknung wurden die Lyophilisate für 4 h im Trockenschrank in einem auf 
70 °C vorgeheizten Sandbad inkubiert. Der Cellulosekuchen wurde anschließend mit Wasser 
(4 × 75 mL) extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden filtriert. Die Lösungen der Boc-
geschützten Aminosäuren wurden vor der folgenden Extraktion mit einem Rotationsverdamp-
fer auf ca. 50 mL Volumen konzentriert, während die Lösungen der Peptide direkt weiterver-
arbeitet wurden. In den Lösungen wurde zunächst der pH-Wert mit 6 N HCl auf 1,0 einge-
stellt. Die wässrigen Phasen wurden bei diesem pH-Wert mit Ethylacetat extrahiert 
(3 × 100 mL). In den Lösungen der Boc-geschützten Peptide wurde anschließend mit 1 N 
NaOH pH 4,5 eingestellt. Die Lösungen wurden erneut mit Ethylacetat extrahiert 
(3 × 100 mL). Schwarze Präzipitate, in denen das Zielprodukt enthalten ist, wurden mit den 
organischen Phasen gesammelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden unter reduzier-
tem Druck bei max. 40 °C bis fast zur Trockne eingeengt. 
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und Isolierung 
Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurden die fast trockenen Rückstände in 100 mL 
Eisessig aufgenommen und diese Lösungen mit 900 mL Reinstwasser versetzt. Die Lösungen 
wurden 4 h bei 70 °C im Ölbad erhitzt. Nach der Inkubation wurde die Essigsäure unter 
reduziertem Druck bei 40 °C Badtemperatur zügig entfernt. Die Rückstände wurden in 30 mL 
0,1 N Pyridinium-Formiatpuffer, pH 3,0 aufgenommen und der pH-Wert mit Ameisensäure 
auf 3,0 eingestellt. Diese Lösungen wurden wie in Kap. 3.3.1.3 angegeben durch semipräpara-
tive IEC mit einem Py+-System nach den in Tabelle 3-26 angegebenen Bedingungen fraktio-
niert. 
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Tabelle 3-26: Semipräparative IEC zur Isolierung freier und peptidgebundener Pyrrolderivate. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, 
ab Beginn Elution 
Pyrralin 33 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
0,3 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,75 
150–250 mL 
Ala-Pyrr 33a und 
Pyrr-Ala 33b 
1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
0,3 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,75 
Ala-Pyrr: 400–600 mL 
Pyrr-Ala: 480–720 mL 
Formylin 34 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
0,3 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,75 
250–400 mL 
Ala-Fom 34a und 
Fom-Ala 34b 
1,5 × 20 cm 
200–400 mesh 
250 mL 0,3 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,75 
250 mL 0,3 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 4,05 
Ala-Fom: 270–390 mL 
Fom-Ala: 265–450 mL 
 
Der Tüpfeltest wurde wie in Kap. 3.2.6 angegeben durchgeführt. Die Spots des 34b färbten 
hierbei gelblich, nicht, wie sonst, rötlich-violett, an. Ninhydrin-positive Fraktionen wurden 
bei den jeweils ersten Isolierungen per HPLC untersucht (vgl. Kap. 3.2.2.3). Reine Zielfrakti-
onen wurden vereinigt und mehrfach im Wasserstrahlvakuum zur Trockne eingeengt und in 
Reinstwasser wieder aufgenommen, bis der Geruch nach Pyridin nicht mehr wahrnehmbar 
war. Die Präparate 33a und 33b wurden anschließend gefriergetrocknet. Die anderen Präpara-
te wurden in 2 mL Methanol gelöst und in 30 mL eiskaltes Butanon eingetropft wie in Kap. 
3.4.2.1 angegeben. 
Analytische Daten der Produkte 
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Abbildung 3-5: Strukturen von Pyrralin 33, Ala-Pyrr 33a und Pyrr-Ala 33b. 
6-(2-Formyl-5-hydroxymethylpyrrol-1-yl)-L-norleucin 33 (Pyrralin, Pyrr). ESI-MS: m/z 
= 237,1 ([M + H − H2O]
+); 255,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,29 (m, 2H, 
H-4); 1,65; 1,74 (m, 4H, H-3, H-5); 3,60 (dd, 1H, 3J = 5,5 Hz und 6,5 Hz, H-2); 4,20 (t, 2H, 3J 
= 7,6 Hz, H-6); 4,57 (s, 2H, H-6’); 6,25 (d, 1H, 3J = 4,1 Hz, H-4’); 7,02 (d, 1H, 3J = 4,2 Hz, 
H-3’); 9,23 (s, 1H, H-1’). Elementaranalyse: C12H18N2O4 (M = 254,28) erfordert: C = 
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56,68%, H = 7,13%, N = 11,02%, C/N = 5,14; gefunden: C = 55,9%, H = 7,05%, N = 
10,46%, C/N = 5,34. Gehalt: 94,9% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographi-
sche Reinheit > 99%, gelblicher Feststoff. Ausbeute: 233,7 mg (39,8%). 
L-Alanyl-[6-(2-Formyl-5-hydroxymethylpyrrol-1-yl)]-L-norleucin 33a (Ala-Pyrr). ESI-
MS: m/z = 326,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,24 (m, 2H, H-4); 1,43 (d, 
3H, H-9); 1,61 (m, 2H, H-3); 1,70 (m, 2H, H-5); 3,97 (q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 4,03 (dd, 1H, 
3J = 5,1 bzw. 8,7 Hz, H-2); 4,17 (t, 2H, 3J = 7,5 Hz, H-6); 4,57 (s, 2H, H-6’); 6,25 (d, 1H, 3J = 
4,1 Hz, H-4’); 7,01 (d, 1H, 3J = 4,1 Hz, H-3’); 9,22 (s, 1H, H-1’). Elementaranalyse: 
C15H23N3O5 (M = 325,36) erfordert: C = 55,37%, H = 7,13%, N = 12,91%, C/N = 4,28; 
gefunden: C = 52,44%, H = 6,42%, N = 11,40%, C/N = 4,60. Gehalt: 88,3% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. 
Ausbeute: 246,0 mg (43,1%). 
6-(2-Formyl-5-hydroxymethylpyrrol-1-yl)-L-norleucyl-L-alanin 33b (Pyrr-Ala). ESI-MS: 
m/z = 326,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,24 (d, 3H, H-9); 1,32 (m, 2H, 
H-4); 1,66; 1,79 (m, 4H, H-3, H-5); 3,85 (t, 1H, 3J = 6,70 Hz, H-2); 4,03 (q, 1H, 3J = 7,25 Hz, 
H-8); 4,21 (dd, 2H, 3J = 6,5 Hz und 8,5 Hz, H-6); 4,57 (s, 2H, H-6’); 6,25 (d, 1H, 3J = 4,1 Hz, 
H-4’); 7,03 (d, 1H, 3J = 4,2 Hz, H-3’); 9,23 (s, 1H, H-1’). Elementaranalyse: C15H23N3O5 (M 
= 325,36) erfordert: C = 55,37%, H = 7,13%, N = 12,91%, C/N = 4,28; gefunden: C = 
55,06%, H = 6,88%, N = 12,09%, C/N = 4,55. Gehalt: 93,6% (N-Verhältnis). Aminosäure-
analyse: chromatographische Reinheit > 99%, cremefarbener Feststoff. Ausbeute: 156,3 mg 
(28,5%). 
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Abbildung 3-6: Strukturen von Formylin 34, Ala-Fom 34a und Fom-Ala 34b. 
6-(2-Formylpyrrol-1-yl)-L-norleucin 34 (Formylin, Fom). ESI-MS: m/z = 225,2 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,23 (m, 2H, H-4); 1,65-1,76 (m, 4H, H-3 und H-5); 
3,58 (t, 1H, 3J = 6,1 Hz, H-2); 4,21 (t, 2H, 3J = 7,1 Hz, H-6); 6,22 (dd, 1H, 3J = 4,1 Hz und 2,4 
Hz, H-4’); 7,06 (dd, 1H, 3J = 4,1 Hz, 4J = 1,6 Hz, H-3’); 7,16 (s, br, H-5’); 9,25 (s, 1H, H-1’). 
13C-NMR (125 MHz, D2O) δ/ppm: 21,3 (CH2, C-4); 29,9 (CH2, C-3); 30,1 (CH2, C-5); 48,1 
(CH2, C-6); 54,5 (CH, C-2); 110,1 (CH; C-4’); 130,6 (Ci, C-2’); 130,6 (CH, C-3’); 134,1 (CH, 
C-5’); 174,5 (Ci, C-1); 181,2 (CH, C-1’). Elementaranalyse: C11H16N2O3 (M = 224,26) 
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erfordert: C = 58,91%, H = 7,19%, N = 12,49%, C/N = 4,72; gefunden: C = 57,66%, H = 
5,53%, N = 11,65%, C/N = 4,95. Gehalt: 93,3% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach bräunlicher Feststoff. Ausbeute: 121,4 mg 
(37,1%). 
L-Alanyl-[6-(2-Formylpyrrol-1-yl)]-L-norleucin 34a (Ala-Fom). ESI-MS: m/z = 296,2 ([M 
+ H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,18 (m, 2H, H-4); 1,42 (d, 3H, 
3J = 7,1 Hz, H-9); 
1,52-1,80 (m, 4H, H-3 und H-5); 3,93 (q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 3,97 (dd, 1H, 3J = 5,1 Hz und 
8,6 Hz, H-2); 4,18 (t, 2H, 3J = 7,0 Hz, H-6); 6,22 (dd, 1H, 3J = 2,4 Hz, 3J = 3,5-3,7 Hz, H-4’); 
7,06 (d, 1H, 3J = 2,8 Hz, H-3’); 7,15 (s, br, H-5’); 9,24 (s, 1H, H-1’). Elementaranalyse: 
C14H21N3O4 (M = 295,33) erfordert: C = 56,94%, H = 7,17%, N = 14,23%, C/N = 4,00; 
gefunden: C = 55,31%, H = 7,12%, N = 13,29%, C/N = 4,16. Gehalt: 93,4% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, leicht bräunlicher Feststoff. 
Ausbeute: 73,4 mg (15,2%). 
6-(2-Formylpyrrol-1-yl)-L-norleucyl-L-alanin 34b (Fom-Ala). ESI-MS: m/z = 296,2 ([M + 
H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,24 (m, 2H, H-4); 1,24 (d, 3H, 
3J = 7,2 Hz, H-9); 
1,65-1,79 (m, 4H, H-3 und H-5); 3,82 (t, 1H, 3J = 6,7 Hz, H-2); 4,03 (q, 1H, 3J = 7,2 Hz, H-8); 
4,21 (dt, 2H, 3J = 7,0 Hz, 4J = 2,7 Hz, H-6); 6,22 (dd, 1H, 3J = 2,4 Hz, 3J = 4,1 Hz, H-4’); 7,06 
(dd, 1H, 3J = 4,1 Hz, 4J = 1,7 Hz, H-3’); 7,15 (s, br, H-5’); 9,25 (s, 1H, H-1’). 
Elementaranalyse: C14H21N3O4 (M = 295,33) erfordert: C = 56,94%, H = 7,17%, N = 
14,23%, C/N = 4,00; gefunden: C = 55,05%, H = 6,89%, N = 13,12%, C/N = 4,20. Gehalt: 
92,2% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, leicht 
bräunlicher Feststoff. Ausbeute: 56,8 mg (12,4%). 
3.4.2.4 Synthese von freiem und peptidgebundenem Maltosin 35 
Freies Maltosin wurde durch Reaktion von Z-Lysin mit Benzylmaltol 85 synthetisiert, weil 
sich so beide Schutzgruppen in einem Schritt entfernen ließen. Bei der Synthese von Mal-
Ala 35b wurde zunächst Boc-Maltosin-Benzylether (Boc-Mal(Bzl)) synthetisiert, der nach 
Aktivierung (Bannwarth und Knorr, 1991) mit Ala-OtBu gekuppelt wurde. Bei der Synthese 
von Ala-Mal 35a wurde freier Maltosin-Benzylether 86 (Mal(Bzl)) an ein aktiviertes Alanin-
derivat gekuppelt. 
Synthese von Benzylmaltol 85 
Zur Synthese von 85 nach Seifert (2008) wurden 11,2 g (88 mmol) Maltol in 90 mL Aceton 
gelöst und mit 13,2 g (96 mmol) Kaliumcarbonat in 9 mL Wasser versetzt. Zum Ansatz 
wurden 11 mL (16,5 g; 96 mmol) Benzylbromid über einen Tropftrichter zugegeben. Die 
Mischung wurde 6 h unter Rückfluss erhitzt. Anschließend wurde das Lösungsmittel unter 
reduziertem Druck destillativ entfernt. Der ölige braune Rückstand wurde in 50 mL Dichlor-
methan (DCM) aufgenommen und mit 5%iger Natronlauge (3 × 50 mL) und Wasser 
(3 × 50 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde getrocknet (Na2SO4) und das DCM bei 
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50 °C Wasserbadtemperatur abdestilliert. Das zurückbleibende Öl, das bei −20 °C kristalli-
sierte, wurde ohne weitere Aufarbeitung für die weiteren Synthesen eingesetzt.  
Synthese von Maltosin 35 
1,126 g (4,02 mmol) Z-Lysin wurden in 200 mL 0,2 M Natrium-Boratpuffer, pH 10,0 gelöst. 
Unter Nachspülen mit wenig Ethanol wurden 1,60 g (7,4 mmol) 85 zugegeben. Die Lösung 
wurde in einer verschlossenen Flasche für 24 h bei 70 °C im Trockenschrank inkubiert. 
Anschließend wurden im Vakuum ca. 100 mL Wasser abdestilliert. Der pH-Wert der Lösung 
wurde mit 6 N Salzsäure auf 7,0 eingestellt. Die Lösung wurde mit Diethylether (3 × 100 mL) 
extrahiert. Die Diethyletherphasen wurden verworfen. Die wässrige Phase wurde angesäuert 
(pH 1) und mit Ethylacetat extrahiert (3 × 100 mL). Dann wurde der pH-Wert auf 2 einge-
stellt und die Lösung erneut mit Ethylacetat extrahiert (3 × 100 mL). Die vereinigten Extrakte 
wurden im Vakuum zur Trockne gebracht. 
Zur Abspaltung der Schutzgruppen wurde der trockene Rückstand in 100 mL Ethanol gelöst 
und in einem Rundkolben (500 mL) mit 99,5 mg Pd/C versetzt. Die Suspension wurde über 
Nacht unter H2-Atmosphäre (Ballon) gerührt, anschließend filtriert und das klare Filtrat im 
Vakuum zur Trockne eingeengt. 
Synthese von Boc-Maltosin-Benzylether  
2,63 g (10,68 mmol) Boc-Lys und 2,6 g (12,02 mmol) 85 wurden in 50 mL einer Mischung 
aus Ethanol und Wasser (1/1, v/v) gelöst. Der pH-Wert wurde mit konz. NaOH von 7,0 auf 
13,0 eingestellt. Die Lösung wurde über Nacht (18 h) unter Rückfluss erhitzt (80 °C).  
Anschließend wurde das Ethanol destillativ im Vakuum entfernt. Es wurden 25 mL Wasser 
zugefügt. Der pH-Wert der Lösung wurde mit 6 N HCl auf 7,0 eingestellt. Die Lösung wurde 
mit Diethylether extrahiert (3 × 50 mL). Die Etherphasen wurden verworfen. Anschließend 
wurde der pH-Wert der wässrigen Phase auf 6,0 eingestellt, wobei sich ein weißes Präzipitat 
bildete. Die Lösung wurde mit Ethylacetat extrahiert (3 × 50 mL). Der pH-Wert wurde 
anschließend auf 4,0 eingestellt und die Lösung erneut mit Ethylacetat extrahiert (1 × 50 mL). 
Alle Ethylacetatphasen wurden vereinigt und im Vakuum zur Trockne eingeengt. 
Der Rückstand wurde zur FC nach Kap. 3.3.2 vorbereitet. Es wurden 50 g Kieselgel einge-
setzt; als Fließmittel diente Methanol. Das Produkt eluierte mit 60–180 mL Methanol. Die 
Zielfraktionen wurden vereinigt und filtriert. Methanol wurde im Vakuum destillativ entfernt, 
bis Kristallisation einsetzte. An dieser Stelle wurde die Suspension in ein kleines Becherglas 
überführt und über Nacht bei RT gerührt. Am folgenden Tag wurde die Suspension über eine 
Fritte filtriert und der Rückstand mit kaltem Ethylacetat gewaschen. Aus dem Filtrat konnten 
auf diese Weise noch zwei weitere Portionen Produkt gewonnen werden. Die Kristalle 
wurden vereinigt und im Vakuum getrocknet. Die Rohausbeute betrug 2,58 g.  
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Synthese von Maltosin-Benzylether 86 
978,4 mg Boc-Mal(Bzl) wurden in 1000 mL 10%iger Essigsäure gelöst und 4 h bei 70 °C im 
Ölbad erhitzt. Der Ansatz wurde im Wasserstrahlvakuum zur Trockne eingeengt und der 
Rückstand mit Kieselgel verrührt (vgl. Kap. 3.3.2). Zur FC wurden 100 g Kieselgel und als 
Fließmittel Methanol eingesetzt. Das Produkt eluierte mit 260–750 mL des Fließmittels. Die 
Zielfraktionen wurden vereinigt, filtriert und im Vakuum zur Trockne gebracht. 
Synthese von Ala-Mal 35a 
720 mg 86 wurden in einem Rundkolben mit 20 mL DCM versetzt. Es wurden 1,068 mL 
(811 mg, 6,28 mmol) DIPEA zugegeben sowie 897,5 mg (3,14 mmol) Boc-Ala-OSu. Die 
Suspension wurde über Nacht gerührt. Am folgenden Tag wurde DCM bei 40 °C Wasserbad-
temperatur unter Verwendung eines Rotationsverdampfers destillativ entfernt. 
Der Rückstand wurde in 100 mL Ethylacetat aufgenommen. Die Suspension wurde mit 1 N 
HCl (2 × 50 mL) und anschließend mit 20%iger NaCl-Lösung (1 × 50 mL) extrahiert. Die 
drei wässrigen Phasen wurden vereinigt und ihr pH-Wert mit konz. NaOH auf 1,0 eingestellt. 
Diese Lösung wurde mit Ethylacetat extrahiert (2 × 100 mL). Alle organischen Phasen 
wurden vereint und zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde zur FC vorbereitet (vgl. 
Kap. 3.3.2). Es wurden 50 g Kieselgel und als Fließmittel Ethylacetat/Methanol (1/1, v/v) 
verwendet. Das Zielprodukt Boc-Ala-Mal(Bzl) eluierte mit 90–130 mL dieses Fließmittels. 
Nach der Entfernung des Fließmittels wurde der Rückstand zur Abspaltung der Schutzgrup-
pen in 40 mL Methanol gelöst und in einen 250-mL-Rundkolben überführt. Es wurden 
100 mg Pd/C zugegeben und der Ansatz über Nacht unter H2-Atmosphäre hydriert (Wasser-
stoffballon). Anschließend wurde der Katalysator abfiltriert und das Filtrat zur Trockne 
eingeengt. Der Rückstand wurde in 40 mL einer Mischung aus THF und 6 N HCl (1/1, v/v) 
aufgenommen und 1 h bei RT gerührt. Die Lösungsmittel wurden im Vakuum destillativ 
entfernt. 
Synthese von Mal-Ala 35b 
750 mg Boc-Mal(Bzl) wurden mit 610,5 mg (2,03 mmol) TSTU in 10 mL DCM gelöst. Es 
wurden 862,5 µL (4,95 mmol) DIPEA zugegeben. Die klare Lösung wurde 30 min bei RT 
gerührt. Dann wurden 460 mg (2,53 mmol) Ala-OtBu Hydrochlorid und 426 µL (2,44 mmol) 
DIPEA zugegeben. Nach 30 min Rühren bei RT wurde das Lösungsmitel entfernt. Der 
Rückstand wurde mit 100 mL Diethylether in einen Scheidetrichter überführt und mit 1 N 
HCl (2 × 50 mL), 5%iger NaHCO3-Lösung (2 × 50 mL) und Reinstwasser (2 × 50 mL) 
gewaschen. Eine bernsteinfarbene Zwischenphase wurde bei der Etherphase belassen. Die 
etherische Phase wurde getrocknet (Na2SO4), filtriert und zur Trockne eingeengt. 
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Der Rückstand wurde mittels FC (vgl. Kap. 3.3.2) auf 50 g Kieselgel fraktioniert. Das 
Zielprodukt Boc-Mal(Bzl)-Ala-OtBu eluierte mit 300–570 mL des Fließmittels Ethylace-
tat/Methanol (9/1, v/v). Die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgte genau wie bei Ala-Mal. 
Isolierung von Mal 35, Ala-Mal 35a und Mal-Ala 35b durch IEC 
Nach der Abspaltung der Schutzgruppen wurden die Rückstände in 30 mL 0,1 N Natrium-
Citratpuffer, pH 3,0 aufgenommen und der pH-Wert mit Salzsäure auf 3,0 eingestellt. Diese 
Lösungen wurden wie in Kap. 3.3.1.3 angegeben durch semipräparative IEC fraktioniert (vgl. 
Tabelle 3-27). 
Tabelle 3-27: Semipräparative IEC zur Isolierung von freiem und peptidgebundenem Maltosin. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, 
ab Beginn Elution 
Maltosin 35 1,5 × 20 cm 
200–400 mesh 
500 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
200–350 mL 
Ala-Mal 35a und 
Mal-Ala 35b 
1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
500 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,25 
Ala-Mal: 220–410 mL 
Mal-Ala: 220–430 mL 
 
Für den Tüpfeltest (Ninhydrin) wurden bei allen Maltosinpräparaten Celluloseplatten verwen-
det. Die vereinigten Zielfraktionen wurden entsalzt (vgl. Kap.3.3.1.4) und die Präparate 
abschließend gefriergetrocknet. 
Analytische Daten der Produkte 
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Abbildung 3-7: Strukturen von Benzylmaltol 85, Mal(Bzl) 86, Maltosin 35, Ala-Mal 35a und Mal-Ala 
35b. 
3-Benzyloxy-2-methylpyran-4-on 85 (Benzylmaltol). ESI-MS: m/z = 217,1 ([M + H]+). 1H-
NMR (500 MHz, CDCl3) δ/ppm: 2,07 (s, 3H, H-6); 5,14 (s, 2H, H-1’), 6,35 (d, 1H, 
3J = 5,66, 
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H-4); 7,25-7,39 (m, 5H, H-3’bis H-7’); 7,58 (d, 1H, 3J = 5,66, H-5). Gelbliche Flüssigkeit. 
Ausbeute: 16,79 g (88,2%). 
6-(3-Hydroxy-4-oxo-2-methyl-4(1H)-pyridin-1-yl)-L-norleucin 35 (Maltosin, Mal). ESI-
MS: m/z = 255,1 ([M + H]+); 509,3 ([2M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,40 (m, 
2H, H-4); 1,85 (m, 4H, H-3 und H-5); 2,49 (s, 3H, H-6’); 3,89 (t, 1H, 3J = 6,3 Hz, H-2); 4,26 
(t, 2H, 3J = 7,6 Hz, H-6); 7,03 (d, 1H, 3J = 7,0 Hz, H-4’); 7,95 (d, 1H, 3J = 7,0 Hz, H-5’). 
Elementaranalyse: C12H18N2O4 (M = 254,28) erfordert: C = 56,68%, H = 7,13%, N = 
11,02%, C/N = 5,14; gefunden: C = 41,98%, H = 6,99%, N = 8,23%, C/N = 5,10. Gehalt: 
74,7% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, gelblicher 
Feststoff. Ausbeute: 874,5 mg (63,9%). 
6-(3-Benzyloxy-4-oxo-2-methyl-4(1H)-pyridin-1-yl)-L-norleucin 86 (Maltosin-Benzyl-
ether, Mal(Bzl)). ESI-MS: m/z = 345,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,25 
(m, 2H, H-4); 1,56 (m, 2H, H-3 oder H-5); 1,75 (m, 2H, H-3 oder H-5); 1,96 (s, 3H, H-6’); 
3,57 (t, 1H, 3J = 6,2 Hz, H-2); 3,87 (dd, 2H, 3J = 6,8 Hz und 8,2 Hz, H-6); 4,93 (s, 2H, H-1’’); 
6,46 (d, 1H, 3J = 7,4 Hz, H-4’); 7,30 (m, 5H, H-3’’ bis H-7’’); 7,61 (d, 1H, 3J = 7,4 Hz, H-5’). 
Ausbeute: 720 mg. 
L-Alanyl-[6-(3-Benzyloxy-4-oxo-2-methyl-4(1H)-pyridin-1-yl)]-L-norleucin 35a (Ala-
Mal). ESI-MS: m/z = 163,6 ([M + 2H]2+); 255,1 ([M + H]+, Mal); 326,2 ([M + H]+). 1H-
NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,34 (m, 2H, H-4); 1,43 (d, 3H, J = 7,1 Hz, H-9); 1,68-1,82 
(m, 4H, H-3 und H-5); 2,48 (s, 3H, H-6’); 3,99 (q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 4,22 (m, 3H, H-2 
und H-6); 6,97 (d, 1H, 3J = 7,0 Hz, H-4’); 7,92 (d, 1H, 3J = 6,7 Hz, H-5’). Elementaranalyse: 
C15H23N3O5 (M = 325,36) erfordert: C = 55,37%, H = 7,13%, N = 12,91%, C/N = 4,29; 
gefunden: C = 41,23%, H = 6,20%, N = 9,67%, C/N = 4,31. Gehalt: 74,9% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, gelblicher Feststoff. Ausbeute: 
108,3 mg (6,2%). 
6-(3-Benzyloxy-4-oxo-2-methyl-4(1H)-pyridin-1-yl)-L-norleucyl-L-Alanin 35b (Mal-Ala). 
ESI-MS: m/z = 326,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,30 (d, 3H, 
3J = 7,3 
Hz, H-9); 1,36 (m, 2H, H-4); 1,73-1,84 (m, 4H, H-3 und H-5); 2,48 (s, 3H, H-6’); 3,86 (dd, 
1H, 3J = 5,9 Hz und 7,5 Hz, H-2) 4,26 (m, 3H, H-6 und H-8); 7,01 (d, 1H, 3J = 7,0 Hz, H-4’); 
7,92 (d, 1H, 3J = 7,0 Hz, H-5’). Elementaranalyse: C15H23N3O5 (M = 325,36) erfordert: C = 
55,37%, H = 7,13%, N = 12,91%, C/N = 4,29; gefunden: C = 41,05%, H = 6,44%, N = 
9,53%, C/N = 4,31. Gehalt: 73,8% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische 
Reinheit > 99%, gelblicher Feststoff. Ausbeute: 175,3 mg (12,9%). 
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3.4.3 Synthese von Maillard-Produkten des Arginins 
3.4.3.1 Synthese freier und peptidgebundener Hydroimidazolone 
Synthese von MG-H1 37 
1,009 g (5,79 mmol) Arginin wurden in 110 mL 12 N HCl gelöst und mit 678 µL 
(5,74 mmol) Methylglyoxal-Dimethylacetal versetzt. Die Lösung wurde für 8 h bei RT 
gerührt und dann mit 200 mL Reinstwasser versetzt. Die Salzsäure wurde im Vakuum 
entfernt. Der Rückstand wurde in 75 mL Reinstwasser aufgenommen und durch IEC (vgl. 
Kap. 3.3.1.2) von Nebenprodukten befreit. Die an den Austauscher gebundenen Produkte 
wurden gleich nach dem Spülen (Reinstwasser) eluiert (4 N HCl). Die Salzsäure wurde unter 
vermindertem Druck entfernt. 
Synthese von Ala-(MG-H1) 37a und (MG-H1)-Ala 37b 
78,5 mg (0,23 mmol) Ala-Arg 79a wurden in 9 mL 12 N HCl gelöst, und es wurden 28 µL 
(0,24 mmol) Methylglyoxal-Dimethylacetal zugegeben. Die Mischung wurde für 4 h bei RT 
gerührt. Der Ansatz wurde mit 100 mL Reinstwasser versetzt und die Salzsäure unter vermin-
dertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde in 75 mL Reinstwasser aufgenommen und wie 
für 37 beschrieben von Nebenprodukten befreit. 
Die Synthese von 37b erfolgte ausgehend von 81,6 mg (0,23 mmol) Arg-Ala 79b und 26,6 µL 
(0,23 mmol) Methylglyoxal-Dimethylacetal in 9 mL 12 N HCl unter ansonsten den gleichen 
Parametern. 
Synthese von 3-DG-H 43 
645,9 mg (2,08 mmol) Boc-Arg Hydrochlorid wurden mit 670,8 mg 3-DG 11 in 20 mL 0,5 M 
Natrium-Phosphatpuffer, pH 7,4 gelöst. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. 
Die Inkubation erfolgte in einem verschlossenen Röhrchen für 49,5 h im Sandbad im Tro-
ckenschrank bei 60 °C. Anschließend wurde der leicht rötliche, klare Ansatz mit Reinstwasser 
auf 100 mL aufgefüllt. Der pH-Wert der Lösung wurde mit 6 N HCl auf 2,0 eingestellt. Die 
Entfernung des überschüssigen 3-DG und die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgten 
durch IEC (vgl. Kap. 3.3.1.2). 
Synthese von PIO 42 
450 mg (1,45 mmol) Boc-Arg Hydrochlorid und 1,63 g Natriumcarbonat wurden in 60 mL 
Reinstwasser gelöst, und es wurden 1,2 mL (1,73 g, 9,1 mmol) 2,3,3-Trichlortetrahydropyran 
zugegeben. Das Gemisch wurde für 8 h bei 80 °C im Ölbad unter Rühren erhitzt. Während 
der Synthese verfärbte sich der Ansatz rasch nach rotviolett. Der pH-Wert lag nach der 
Synthese bei 8,35 und wurde mit 4 N HCl auf 2,0 eingestellt. Die Entfernung der nicht-
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kationischen Nebenprodukte und die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgten durch IEC 
(vgl. Kap. 3.3.1.2). 
Isolierung der Zielprodukte durch IEC 
Zur Isolierung von 37 und 42 wurde eine Säule in Na+-Form verwendet; daher wurden die 
Rückstände in 30 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 aufgenommen. Zur Isolierung aller 
anderen Hydroimidazolone kam eine Säule in Py+-Form zum Einsatz; die Rückstände wurden 
in 0,1 N Pyridinium-Formiatpuffer, pH 3,00 aufgenommen (vgl. Kap. 3.3.1.3 sowie Tabelle 
3-28). 
Tabelle 3-28: Semipräparative IEC zur Isolierung freier und peptidgebundener Hydroimidazolone. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, ab 
Beginn Elution 
MG-H1 37 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
300 mL 0,2 N Natrium-
Citratpuffer, pH 4,50 
400 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,28 
480–630 mL  
Ala-(MG-H1) 37a 
und (MG-H1)-Ala 
37b 
1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
400 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,35 
500 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 5,00 
Ala-(MG-H1): 530–600 mL
(MG-H1)-Ala: 670–810 mL 
3-DG-H 43 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
600 mL 0,3 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,75 
350–560 mL 
PIO 42 1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
300 mL 0,2 N Natrium-
Citratpuffer, pH 4,50 
850 mL 0,2 N Natrium-
Citratpuffer, pH 4,95 
PIO-1: 100–160 mL[1] 
PIO-2: 580–620 mL[1] 
PIO-3: 820–1100 mL[1] 
[1] Zur Zuordnung der Strukturen vgl. Kap. 4.1.4.2. 
Nach der Fraktionierung des 37 und des 42 wurden die Fraktionen getüpfelt (Ninhydrin) und 
mit dem DC-System DC-3 untersucht (vgl. Tabelle 3-13). Die Zielfraktionen wurden verei-
nigt und entsalzt. Nach Entfernung der Salzsäure im Wasserstrahlvakuum wurden die Rück-
stände gefriergetrocknet. Bei 37a, 37b und 43 wurde nach Vereinigung der Zielfraktionen der 
Puffer am Vakuumrotationsverdampfer unter reduziertem Druck entfernt. Die Präparate 
wurden mehrfach in Reinstwasser aufgenommen und am Vakuumrotationsverdampfer wieder 
zur Trockne gebracht, bis der Geruch nach Pyridin nicht mehr wahrnehmbar war. Die 
Präparate wurden anschließend gefriergetrocknet. 
Analytische Daten  
N-δ-(5-methyl-4-oxoimidazolin-2-yl)-L-ornithin 37 (Methylglyoxal-Hydroimidazolon 1, 
MG-H1). ESI-MS: m/z = 229,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,33 (d, 
3J = 
7,1 Hz, H-3’-taut); 1,36 (d, 3J = 7,1 Hz, H-3’); 1,70 (m, 2H, H-4); 1,90 (m, 2H, H-3); 3,31 (t, 
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2H, 3J = 6,9 Hz, H-5); 3,95 (t, 1H, 3J = 6,2 Hz, H-2); 4,31 (q, 3J = 7,2 Hz, H-2’-taut); 4,34 (q, 
3J = 7,2 Hz, H-2’). Anteil der Nebenform: 23%. Elementaranalyse: C9H16N4O3 (M = 228,25) 
erfordert: C = 47,36%, H = 7,07%, N = 24,55%, C/N = 1,93; gefunden: C = 33,03%, H = 
6,29%, N = 16,94%, C/N = 1,95. Gehalt: 69,0% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, leicht gelblicher Feststoff. Ausbeute: 794,4 mg 
(41,5%). 
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Abbildung 3-8: Strukturen von MG-H1 37 mit tautomerer Nebenform 37-taut, Ala-(MG-H1) 37a, 
(MG-H1)-Ala 37b und 3-DG-H 43. 
L-Alanyl-[N-δ-(5-methyl-4-oxoimidazolin-2-yl)]-L-ornithin 37a (Ala-(MG-H1)). ESI-MS: 
m/z = 150,6 ([M + 2H]2+); 229,2 ([M + H]+, MG-H1); 300,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, 
D2O) δ/ppm: 1,31 (d, 
3J = 7,0 Hz, H-3’-taut); 1,35 (d, 3J = 7,1 Hz, H-3’); 1,44 (d, 3H, 3J = 7,1 
Hz, H-9); 1,60 (m, 2H, H-4); 1,71 (m, 2H, H-3); 3,26 (t, 2H, 3J = 6,7 Hz, H-5); 3,99 (q, 1H, 3J 
= 7,1 Hz, H-8); 4,09 (dd, 1H, 3J = 5,6-5,8 Hz und 7,4-7,7 Hz, H-2); 4,24 (q, 3J = 7,0 Hz, H-2’-
taut); 4,32 (q, 3J = 7,1 Hz, H-2’). Anteil der Nebenform: 28%. Elementaranalyse: 
C12H21N5O4 (M = 299,33) erfordert: C = 48,15%, H = 7,07%, N = 23,40%, C/N = 2,06; 
gefunden: C = 38,73%, H = 5,65%, N = 17,38%, C/N = 2,23. Gehalt: 74,3% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, gelblicher Feststoff. Ausbeute: 
24,7 mg (27,2%). 
N-δ-(5-methyl-4-oxoimidazolin-2-yl)]-L-ornithyl-L-alanin 37b ((MG-H1)-Ala). ESI-MS: 
m/z = 300,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,22 (m, 3H, H-3’); 1,24 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-9); 1,64 (m, 2H, H-4); 1,80 (m, 2H, H-3); 3,18-3,27 (m, 2H, H-5); 3,90 (m, 1H, 
H-2); 3,98-4,08 (m, 2H, H-2’ und H-8). Elementaranalyse: C12H21N5O4 (M = 299,33) 
erfordert: C = 48,15%, H = 7,07%, N = 23,40%, C/N = 2,06; gefunden: C = 40,38%, H = 
7,56%, N = 18,56%, C/N = 2,18. Gehalt: 79,3% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, gelblicher Feststoff. Ausbeute: 27,1 mg (31,9%). 
N-δ-[5-(2,3,4-trihydroxybutyl)-4-oxoimidazolin-2-yl]-L-ornithin 43 (3-DG-Hydro-
imidazolon 1, 3-DG-H). ESI-MS: m/z = 319,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) 
δ/ppm: 1,63 (m, 2H, H-4); 1,78 (m, 2H, H-3); 1,99 (ddd, 1H, J = 3,4 Hz; 11,6 Hz; 15,0 Hz, H-
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3’A); 2,24 (ddd, 1H, 2,8 Hz; 6,5 Hz; 15,1 Hz, H-3’B); 3,45 (m, 1H, H-5’); 3,45 (m, 1H, H-
6’A); 3,55 (m, 1H, H-5A); 3,63 (m, 1H, H-6’B); 3,65 (m, 1H, H-5B); 3,68 (m, 1H, H-4’); 
3,68 (m, 1H, H-2); 4,45 (dd, 1H, 3,3 Hz und 6,4 Hz, H-2’). 13C-NMR (125 MHz, D2O) 
δ/ppm: 22,50 (CH2, C-4); 27,16 (CH2, C-3); 32,09 (CH2, C-3’); 38,97 (CH2, C-5); 53,93 
(CH2, C-2); 55,65 (CH, C-2’); 62,21 (CH2, C-6’); 67,37 (CH2, C-4’); 74,41 (CH2, C-5’); 
174,0 (Ci, C-1); 175,93 (Ci, C-1’); 157,98 (Ci, C-6). Elementaranalyse: C12H22N4O6 (M = 
318,33) erfordert: C = 45,28%, H = 6,97%, N = 17,60%, C/N = 2,57; gefunden: C = 43,48%, 
H = 6,49%, N = 14,76%, C/N = 2,95. Gehalt: 83,9% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit 94,8% (1 Nebenprodukt), bräunlicher Feststoff. Ausbeute: 
164,5 mg (19,8%). 
N-δ-[5-(3-hydroxypropyl)-4-oxoimidazolin-2-yl]-L-ornithin 42 (Propylimidazolinyl-
Ornithin, PIO). ESI-MS: m/z = 273,1 ([M + H]+). NMR: vgl. Kap. 4.1.4.2. Elementar-
analyse: C11H20N4O4 (M = 272,30) erfordert: C = 48,52%, H = 7,40%, N = 20,58%, C/N = 
2,36; gefunden: C = 35,97%, H = 6,64%, N = 14,89%, C/N = 2,42. Gehalt: 72,4% (N-
Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, leicht gelblicher 
Feststoff. Ausbeute: 66,6 mg (12,2%). 
3.4.3.2 Synthese von freiem und peptidgebundenem Argpyrimidin 40 
Synthese des Precursors 3-Acetoxyacetylaceton 87 
3,55 g (3,0 mL; 26,4 mmol) 3-Chlorpentan-2,4-dion wurden nach Valgimigli et al. (2003) mit 
4,39 g (53,5 mmol) wasserfreiem Natriumacetat in 85 mL wasserfreiem DMSO gelöst und 3 h 
bei RT gerührt. Dann wurden dem rötlichbraunen Ansatz 200 mL Wasser zugefügt. Nach dem 
Abkühlen wurde der Ansatz mit Diethylether extrahiert (5 × 100 mL). Die vereinigten 
Etherphasen wurden getrocknet (MgSO4), im Wasserstrahlvakuum zunächst vom Ether 
befreit und dann mit Ethylacetat in einen Spitzkolben überführt. Die Lösung wurde im Vakum 
zu einer bräunlichen Flüssigkeit konzentriert. 
Das Rohprodukt wurde durch FC (20 g Kieselgel) mit dem Fließmittel Petrolether/Ethylacetat 
(8/2, v/v) fraktioniert (vgl. Kap. 3.3.2). Fraktionen, die nach dem Tüpfeln mit TTC anfärbten 
(Elutionsvolumen 80–170 mL), wurden vereinigt und im Vakuum bis zu einer rötlichen 
Flüssigkeit konzentriert.  
Synthese von freiem Argpyrimidin 
Zunächst wurde 87 wie oben angegeben aus 2,0 g 3-Chlorpentandion synthetisiert. Nach der 
Synthese wurde umgehend eine Lösung von 1,047 g (6,01 mmol) Arginin in 35 mL 12 N HCl 
zum Produkt 87 gegeben. Die Lösung wurde bei RT gerührt. 87 wurde nochmals aus 2,0 g 3-
Chlorpentandion synthetisiert und nach etwa 3 h zum Reaktionsansatz gegeben. Nach 
insgesamt 20 h Inkubation wurden 200 mL Wasser zum Ansatz gegeben, und die Lösung 
wurde mit Diethylether extrahiert (3 × 100 mL). Die etherischen Phasen wurden verworfen, 
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die wässrige Phase wurde im Vakuum zur Trockne gebracht, der Rückstand in wenig Ethanol 
aufgenommen und nochmals getrocknet.  
Der Rückstand wurde durch FC (30 g Kieselgel, vgl. Kap. 3.3.2) mit dem Fließmittel Metha-
nol/Ethylacetat (2/1, v/v) fraktioniert. Alle Fraktionen wurden mit dem DC-System DC-3 
(vgl. Tabelle 3-13) untersucht. Fraktionen, in denen Argpyrimidin nachweisbar war, wurden 
vereinigt (Elutionsvolumen 60–180 mL) und filtriert. Das Lösungsmittel wurde unter redu-
ziertem Druck entfernt.  
Synthese von Ala-Apy 40a 
199,1 mg (0,78 mmol) 40 und 840,9 mg (2,94 mmol) Boc-Ala-OSu wurden in einer Mi-
schung aus 20 mL DCM und 10 mL Methanol gelöst. Nach Zugabe von 330 µL (244,9 mg; 
1,9 mmol) DIPEA wurde über Nacht gerührt.  
Anschließend wurden die Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Der Rückstand 
wurde in 50 mL 5%iger NaHCO3-Lösung aufgenommen und mit Ethylacetat (3 × 50 mL) 
extrahiert. Der pH-Wert der wässrigen Phase wurde mit 6 N HCl auf 1,0 eingestellt. Die 
Phase wurde mit Ethylacetat (3 × 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 
wurden getrocknet (Na2SO4), filtriert und im Vakuum eingeengt. Der Rückstand wurde in 
30 mL 3 N HCl aufgnommen und 1 h bei RT gerührt. Die Salzsäure wurde im Wasserstrahl-
vakuum entfernt. 
Synthese von Apy-Ala 40b 
Die Synthese erfolgte in zwei Stufen: Zunächst wurde nach einer Methode von Bodanszky 
und Bodanszky (1984) die Boc-Schutzgruppe ins Argpyrimidin eingeführt und 40b dann mit 
Peptidkupplungsmethoden in Anlehnung an Bannwarth und Knorr (1991) synthetisiert.  
162,7 mg (0,64 mmol) 40 wurden bei 2 °C in einer Mischung aus 10 mL THF und 10 mL 
0,5 N Na2CO3-Lösung gelöst. Es wurden langsam 560,0 mg (1,28 mmol) Di-tert-butyl-
dicarbonat zugegeben. Das Kühlbad wurde entfernt und die Lösung 2 h bei RT gerührt. THF 
wurde anschließend unter reduziertem Druck entfernt. Der Rückstand wurde unter Nachspü-
len mit 30 mL Reinstwasser in ein Becherglas überführt und mit 10 mL Ethylacetat über-
schichtet. Der pH-Wert wurde mit 1 N HCl auf 2,4 eingestellt; dabei blieb ab pH 5,3 eine 
Trübung. Die wässrige Phase wurde mit Ethylacetat (3 × 30 mL) extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden mit Reinstwasser (2 × 20 mL) extrahiert. Die organische Phase 
wurde getrocknet (Na2SO4) und das Ethylacetat unter reduziertem Druck entfernt.  
Der milchige Rückstand wurde umgehend in 5 mL DCM aufgenommen, und es wurden 
329 µL (1,92 mmol) DIPEA und 232 mg (0,77 mmol) TSTU zugegeben. Der Ansatz wurde 
20 min bei RT gerührt. Zu der rötlichen Lösung wurden anschließend 261,0 mg (1,42 mmol) 
Ala-OtBu-Hydrochlorid in 5 mL DCM gegeben. Die Mischung wurde 30 min bei RT gerührt. 
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Anschließend wurde DCM bei 40 °C destillativ entfernt. Der Rückstand wurde in 100 mL 
Diethylether aufgenommen und mit 1 N HCl (2 × 50 mL), 5%iger NaHCO3-Lösung 
(2 × 50 mL) und Reinstwasser (2 × 50 mL) extrahiert. Der Ether wurde unter reduziertem 
Druck destillativ entfernt. Der Rückstand wurde in 30 mL einer Mischung aus THF und 1 N 
HCl (1/1, v/v) aufgenommen und 1 h bei RT gerührt. Die Lösungsmittel wurden anschließend 
destillativ entfernt. 
Isolierung der Präparate 
Die nach der FC (40) bzw. Abspaltung der Schutzgruppen (40a, 40b) zur Trockne eingeeng-
ten Rückstände wurden in 30 mL 0,1 N Pyridinium-Formiatpuffer, pH 3,00 aufgenommen 
und mittels semipräparativer IEC unter Verwendung eines Py+-Systems fraktioniert (vgl. Kap. 
3.3.1.3 und Tabelle 3-29). 
Tabelle 3-29: Semipräparative IEC zur Isolierung von freiem und peptidgebundenem Argpyrimidin 
40. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, 
ab Beginn Elution 
Argpyrimidin 40 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
200 mL 0,3 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,05 
700 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,35 
580–800 mL 
Ala-Apy 40a und 
Apy-Ala 40b 
1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
300 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 4,35 
900 mL 0,4 N Pyridinium-
Acetatpuffer, pH 5,00 
Ala-Apy: 740–950 mL 
Apy-Ala: 930–1180 mL 
 
Nach der Fraktionierung des Argpyrimidins 40 wurden die Zielfraktionen vereinigt und am 
Vakuumrotationsverdampfer bis fast zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde mit 4 mL 
Reinstwasser in ein kleines Becherglas überführt, und es wurden unter Rühren nach und nach 
12 mL kaltes Methanol zugegeben, wobei sich rasch Kristalle bildeten. Die Suspension wurde 
10 min gerührt, zwei Tage im Tiefkühlschrank gelagert und dann über eine Fritte filtriert. Das 
Filtrat wurde noch zweimal in der gleichen Weise bis fast zur Trockne eingeengt und mit 
Methanol versetzt. Der Rückstand wurde einige Tage in einem evakuierten Exsikkator 
getrocknet und schließlich bei −20 °C gelagert. Bei den Peptiden wurde nach Vereinigung der 
Zielfraktionen der Puffer unter reduziertem Druck entfernt. Die Präparate wurden mehrfach in 
Reinstwasser aufgenommen und am Vakuumrotationsverdampfer wieder zur Trockne 
gebracht, bis der Geruch nach Pyridin nicht mehr wahrnehmbar war. Die Präparate wurden 
anschließend gefriergetrocknet. 
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Abbildung 3-9: Strukturen von 3-Acetoxypentan-2,4-dion 87, Argpyrimidin 40, Ala-Apy 40a und 
Apy-Ala 40b. 
3-Acetoxypentan-2,4-dion 87. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ/ppm: 2,21 (s, 3,15 FE, Enol-
H-1); 2,27 (s, 6,37 FE, Keto-H-1); 1,99 (s, 2,50 FE, Keto-H-2’); 2,23 (s, 1,39 FE, Enol-H-2’); 
5,46 (s, 1,00 FE, Keto-H-3); 14,40 (s, 0,42 FE, Enol-H-4). 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) 
δ/ppm: 20,41 (CH3, Enol-C-1); 20,29 (CH3, Enol-C-2’); 20,63 (CH3, Keto-C-2’); 27,25 (CH3, 
Keto-C-1); 85,06 (CH, Keto-C-3); 128,11 (Ci, Enol-C-3); 169,21 (Ci, Keto-C-1’); 169,47 (Ci, 
Enol-C-1’); 184,7 (Ci, Enol-C-2); 199,01 (Ci, Keto-C-2). Ausbeute: 2,39 g (57,2%). 
N-δ-(5-hydroxy-4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)-L-ornithin 40 (Argpyrimidin, Apy). ESI-
MS: m/z = 255,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,58 (m, 2H, H-4); 1,81 (m, 
2H, H-3); 2,24 (s, 6H, H-1’ und H-5’); 3,27 (t, 2H, 3J = 6,8 Hz, H-5); 3,65 (t, 1H, 3J = 5,9-6,3 
Hz, H-2). Elementaranalyse: C11H18N4O3 (M = 254,29) erfordert: C = 51,96%, H = 7,13%, 
N = 22,03%, C/N = 2,36; gefunden: C = 51,58%, H = 7,22%, N = 21,55%, C/N = 2,39. 
Gehalt: 97,8% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, 
weißer Feststoff. Ausbeute: 468,0 mg (29,7%). 
L-Alanyl-[N-δ-(5-hydroxy-4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)]-L-ornithin 40a (Ala-Apy). ESI-
MS: m/z = 163,6 ([M + 2H]2+); 255,1 ([M + H]+, Apy); 326,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 
MHz, D2O) δ/ppm: 1,43 (d, 3H, 
3J = 7,1 Hz, H-9); 1,53 (m, 2H, H-4); 1,64 (m, 1H, H-3A); 
1,74 (m, 1H, H-3B); 2,24 (s, 6H, H-1’ und H-5’); 3,25 (t, 2H, 3J = 6,8 Hz, H-5); 3,96 (q, 1H, 
3J = 7,1 Hz, H-8); 4,05 (dd, 1H, 3J = 5,3 Hz und 8,1 Hz; H-2). Elementaranalyse: 
C14H23N5O4 (M = 325,36) erfordert: C = 51,68%, H = 7,13%, N = 21,52%, C/N = 2,40; 
gefunden: C = 46,19%, H = 6,66%, N = 17,85%, C/N = 2,58. Gehalt: 82,9% (N-Verhältnis). 
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Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer Feststoff. Ausbeute: 
53,3 mg (17,9%). 
N-δ-(5-hydroxy-4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)-L-ornithyl-L-Alanin 40b (Apy-Ala). ESI-
MS: m/z = 326,2 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,27 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-
9); 1,65 (m, 2H, H-4); 1,87 (m, 2H, H-3); 2,34 (s, 6H, H-1’ und H-5’); 3,38 (t, 2H, 3J = 6,8 
Hz, H-5); 3,92 (t, 1H, 3J = 6,4 Hz, H-2); 4,13 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-8). Elementaranalyse: 
C14H23N5O4 (M = 325,36) erfordert: C = 51,68%, H = 7,13%, N = 21,52%, C/N = 2,40; 
gefunden: C = 41,03%, H = 6,12%, N = 16,28%, C/N = 2,52. Gehalt: 75,7% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer Feststoff. Ausbeute: 
32,7 mg (11,9%). 
3.4.3.3 Synthese von Pentosidin 47 
Die Synthese von 47 erfolgte nach Delatour (2006)2 und Henle et al. (1997). 2,21 g 
(8,97 mmol) Boc-Lys und 2,8 g (9,01 mmol) Boc-Arg sowie 150 mg (1 mmol) Ribose 
wurden in 10 mL 0,2 N Natrium-Phosphatpuffer, pH 9,0 gelöst. Der pH-Wert wurde mit 
konz. NaOH auf 9,17 eingestellt. Die Lösung wurde 15 h bei 65 °C unter Rückfluss erhitzt. 
Nach 1,5 h wurde der pH-Wert erneut mit konz. NaOH auf 9,0 eingestellt. Zur Abspaltung der 
Boc-Schutzgruppe wurde der Ansatz anschließend mit 100 mL 4 N HCl versetzt und 1 h bei 
RT gerührt. Die Salzsäure wurde im Vakuum entfernt und der Rückstand in 150 mL 
Reinstwasser aufgenommen. Die Lösung wurde auf eine entsprechend Kap. 3.3.1.4 vorberei-
tete Ionenaustauschersäule (H+-Form) gegeben. Die Elution erfolgte mit 250 mL Reinstwas-
ser, 250 mL 2,6 N HCl und 250 mL 6 N HCl. Erst im letzten Elutionsschritt wurde das Eluat 
fraktioniert. Von einzelnen Fraktionen wurde 1 µL mit 1000 µL 0,075% (v/v) Essigsäure 
versetzt. In diesen Proben wurde 47 mit dem in Kap. 3.2.2.4 angegebenen Fließmittelsystem 
per HPLC analysiert. Die Zielfraktionen (Elutionsvolumen 40–200 mL) wurden vereinigt und 
im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 10 mL 0,075% Essigsäure gelöst 
und durch semipräparative HPLC nach den folgenden Bedingungen gereinigt. Da das Reten-
tionszeitfenster schwankte, musste es nach jedem Lauf überprüft und gegebenenfalls ange-
passt werden. 
Anlage: Semipräparative HPLC, Knauer 
Säule: Eurospher 100, RP-18, semipräparativ 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektion: 750 µL 
Flussrate: 1,5 mL/min 
Eluenten: A: 0,075% Essigsäure  
B: Eluent A/ Methanol 8/2 (v/v) 
                                                 
2 T. Delatour, 2006, persönliche Mitteilung an T. Henle 
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Gradient: t [min] Anteil B [%] 
 0 2 
 30 40 
 30,1 2 
 45 2 
Fraktionierung: automatisch, 21–28 min 
Detektion: UV, λ = 325 nm 
 
Die vereinigten Zielfraktionen aus ca. 15 Läufen wurden im Vakuum zur Trockne eingeengt 
und in 5 mL Wasser aufgenommen. Die Pentosidinkonzentration in dieser Lösung wurde 
wiederum per HPLC bestimmt. Zur Bestimmung des transepithelialen Nettofluxes bzw. zur 
NMR wurden Aliquote entnommen, gefriergetrocknet und in Uptake-Puffer (Kap. 3.7.1.1) 
bzw. D2O aufgenommen. 
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Abbildung 3-10: Struktur des Pentosidins 47. 
2-(N-δ-ornithyl)-5-(6-norleucyl)-imidazo[2,3-b]pyridinium-Acetat) 47 (Pentosidin). ESI-
MS: m/z = 190,1 ([M + H]2+), 379,2 (M+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,30-2,00 (m, 
H-3, H-4 und H-5, H-3’ und H-4’); 3,44 (t, 3J = 6,6 Hz, H-5’); 3,54-3,68 (m, H-2 und H-2’); 
4,43 (t, 2H, 3J = 7,3 Hz, H-6); 7,09 (t, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-2’’); 7,66 (d, 1H, 3J = 7,5 Hz, H-
3’’); 7,81 (d, 1H, 3J = 6,5 Hz, H-1’’). HPLC (vgl. Kap. 3.2.2.4): chromatographische Reinheit 
> 99%, Gehalt: 46,7% (HPLC). Brauner Feststoff. Ausbeute: 13,7 mg (1,4%). 
3.4.4 Synthese von freien und peptidgebundenen CLAS 
3.4.4.1 Synthese von freien CLAS 
Synthese von LAL 61 
750,2 mg (3,05 mmol) Boc-Lys und 458,5 mg (3,21 mmol) Ac-DHA-OMe wurden in einem 
Spitzkolben in einer Mischung aus 4 mL Ethanol und 4 mL 0,2 N Natrium-Boratpuffer, 
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pH 9,0 gelöst. Der pH-Wert lag bei 9,15. Die Lösung wurde für 24 h unter Rückfluss erhitzt 
und dann unter vermindertem Druck zur Trockne gebracht. Der Rückstand wurde mit 50 mL 
6 N HCl versetzt und die Lösung 24 h unter Rückfluss gekocht. Die Salzsäure wurde an-
schließend im Wasserstrahlvakuum entfernt. Der Rückstand wurde in 15 mL 0,1 N Natrium-
Citratpuffer, pH 3,00 gelöst und wie in Tabelle 3-30 angegeben fraktioniert. 
Synthese von OAL 67 
In Anlehnung an Boschin et al. (2002) wurden 432 mg (1,86 mmol) Boc-Orn und 452 mg 
(3,16 mmol) Ac-DHA-OMe in einem Hydrolyseröhrchen in 6,4 mL 0,3 N NaOH gelöst. Der 
Ansatz wurde 10 Tage im Dunkeln gerührt. Dann wurde der Ansatz mit 6,4 mL 6 N Salzsäure 
versetzt und die Lösung für 3 h unter Rückfluss gekocht. Die Salzsäure wurde im Wasser-
strahlvakuum entfernt, der Rückstand in 25 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 gelöst 
und wie in Tabelle 3-30 angegeben fraktioniert. 
Synthese von LAN 63 
In Anlehnung an Henle et al. (1993) wurden 786 mg (4,82 mmol) Ac-Cys und 562,1 mg 
(3,93 mmol) Ac-DHA-OMe in 20 mL 0,2 N Natrium-Phosphatpuffer, pH 9,0 gelöst. Der pH-
Wert wurde mit NaOH auf 9,0 eingestellt. Die Lösung wurde für 24 h bei 90 °C unter 
Rückfluss im Ölbad erhitzt. Dann wurden 10 mL 12 N HCl zugegeben, und die Lösung wurde 
20 h unter Rückfluss erhitzt. Die Salzsäure wurde im Vakuum destillativ entfernt. Der 
Rückstand wurde in 50 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 aufgenommen und wie in 
Tabelle 3-30 angegeben fraktioniert. 
 
Synthese von π- und τ-HAL 62 
In Anlehnung an Henle et al. (1993) wurden 1,3 g (5,09 mmol) Boc-His und 0,9 g (6,3 mmol) 
Ac-DHA-OMe in 20 mL Wasser gelöst. Der pH-Wert wurde mit KOH auf 9,0 eingestellt und 
der Ansatz für 24 h bei 90 °C inkubiert. Anschließend wurde die Lösung mit 20 mL 12 N HCl 
versetzt und 6 Stunden bei 110 °C unter Rückfluss erhitzt. Die Salzsäure wurde im Wasser-
strahlvakuum entfernt. Der Rückstand wurde in 40 mL 0,01 N HCl aufgenommen und über 
eine Säule in H+-Form fraktioniert (Tabelle 3-30, Vorfraktionierung). Die Fraktionen wurden 
getüpfelt und per DC untersucht (System DC-4, Tabelle 3-13). Fraktionen, in denen 62 
nachweisbar war, wurden vereinigt. Die Salzsäure wurde im Wasserstrahlvakuum entfernt, 
der Rückstand in 30 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 gelöst und wie in Tabelle 3-30 
angegeben fraktioniert. 
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Tabelle 3-30: Semipräparative IEC zur Isolierung von freien CLAS. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, 
ab Beginn Elution 
LAL 61 1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
700 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,28 
LAL: 540–640 mL 
OAL 67 1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
600 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer pH 5,35 
OAL: 420–540 mL 
LAN 63 1,5 × 50 cm 
200–400 mesh 
250 mL 0,15 N Natrium-
Citratpuffer pH 3,25 
500 mL 0,15 N Natrium-
Citratpuffer pH 3,50 
LAN: 270–540 mL 
HAL 62 
Vorfraktionierung 
2,5 × 15 cm 
200–400 mesh 
120 mL 0,01 N HCl 
250 mL 2,6 N HCl 
250 mL 3 N HCl 
HAL: 380–590mL 
HAL 62 
Hauptfraktionierung
1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
700 mL 0,35 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
τ-HAL: 250–390 mL 
π-HAL: 440–520 mL 
 
Nach der Fraktionierung wurde zunächst ein Tüpfeltest (Ninhydrin) durchgeführt. Ninhydrin-
positive Fraktionen wurden mit den DC-Systemen DC-4 (62) bzw. DC-5 (61, 67) untersucht 
(vgl. Tabelle 3-13). 61 bzw. 67 waren von Lysin bzw. Ornithin oft nur knapp getrennt, so dass 
gelegentlich unreine Fraktionen verworfen werden mussten. Reine Zielfraktionen wurden 
vereinigt, filtriert und entsalzt (vgl. Kap. 3.3.1.4). Aus den Eluaten wurde die Salzsäure im 
Wasserstrahlvakuum entfernt. Die Rückstände wurden gefriergetrocknet. 
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Abbildung 3-11: Strukturen von LAL 61, OAL 67, LAN 63, π-HAL π-62 und τ-HAL τ-62. 
N-ε-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-lysin 61 (Lysinoalanin, LAL). ESI-MS: m/z = 
234,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,43 (m, 2H, H-4); 1,69 (m, 2H, H-5); 
1,87 (m, 2H, H-3); 3,09 (m, 2H, H-6); 3,39 (dd, 1H, 2J = 13,1 Hz, 3J = 5,4 Hz, H-3’A); 3,46 
(dd, 1H, 2J = 13,1 Hz, 3J = 9,0 Hz, H-3’B); 3,95 (t, 1H, 3J = 6,4 Hz, H-2); 4,10 (dd, 1H, 3J = 
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5,5 Hz und 8,9 Hz, H-2’). Elementaranalyse: C9H19N3O4 (M = 233,26) erfordert: C = 
46,34%, H = 8,21%, N = 18,01%, C/N = 2,57; gefunden: C = 30,00%, H = 6,51%, N = 
11,61%, C/N = 2,58. Gehalt: 64,5% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographi-
sche Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 193,8 mg (17,6%). 
N-δ-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-ornithin 67 (Ornithinoalanin, OAL). ESI-MS: 
m/z = 220,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,73-1,97 (m, 4H, H-3, H-4); 3,13 
(m, 2H, H-5); 3,40 (dd, 1H, 2J = 13,0 Hz, 3J = 5,5 Hz, H-3’A); 3,46 (dd, 1H, 2J = 13,0 Hz, 3J = 
9,0 Hz, H-3’B); 3,95 (t, 1H, 3J = 6,0 Hz, H-2); 4,08 (dd, 1H, 4J = 0,8 Hz, 3J = 5,5 Hz und 9,0 
Hz, H-2’). Elementaranalyse: C8H17N3O4 (M = 219,24) erfordert: C = 43,83%, H = 7,82%, 
N = 19,17%, C/N = 2,29; gefunden: C = 29,26%, H = 6,94%, N = 12,17%, C/N = 2,40. 
Gehalt: 63,5% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, 
schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 120,0 mg (18,9%). 
S-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-cystein 63 (Lanthionin, LAN). ESI-MS: m/z = 
209,09 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 3,04-3,19 (m, 4H, H-3, H-3’); 4,17-
4,20 (m, 2H, H-2, H-2’). Elementaranalyse: C6H12N2O4S (M = 208,24) erfordert: C = 
34,61%, H = 5,81%, N = 13,45%, S = 15,40%, C/N = 2,57; gefunden: C = 24,26%, H = 
6,11%, N = 9,21%, S = 8,22%, C/N = 2,63. Gehalt: 68,5% (N-Verhältnis). Aminosäureana-
lyse: chromatographische Reinheit > 99% (charakteristischer Doppelpeak der beiden Diaste-
reomeren (Friedman et al., 1977), schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 701,5 mg (58,7%). 
N-τ-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-Histidin τ-62 (τ-Histidinoalanin, τ-HAL). ESI-
MS: m/z = 243,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, DMSO) δ/ppm: 3,24 (dd, 1H, 2J =15,3 Hz; 
3J = 9,5 Hz, H-3A); 3,33 (dd, 1H, 2J = 15,3 Hz, 3J = 4,9 Hz, H-3B); 4,27 (m, 1H, H-2); 4,35 
(m, 1H, H-2’); 4,79 (m, 2H, H-3’); 7,70 (d, 1H, 3J = 19,3 Hz, H-5); 8,70 (s, 3H, NH3
+); 9,06 
(s, 3H, NH3
+); 9,21 (d, 1H, 3J = 22,0 Hz, H-6). Elementaranalyse: C9H14N4O4 (M = 242,23) 
erfordert: C = 44,63%, H = 5,83%, N = 23,13%, C/N = 1,93; gefunden: C = 28,55%, H = 
5,05%, N = 14,78%, C/N = 1,93. Gehalt: 63,9% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 881,6 mg (45,8%). 
N-π-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-Histidin π-62 (π-Histidinoalanin, π-HAL). ESI-
MS: m/z = 243,1 ([M + H]+). 1H-NMR (500 MHz, DMSO) δ/ppm: 3,34 (m, 1H, H-3A); 3,46 
(dd, 1H, 2J = 16,2 Hz, 3J = 4,8 Hz, H-3B); 4,36 (m, 1H, H-2); 4,62 (m, 1H, H-2’); 4,76 (m, 
2H, H-3’); 7,63 (d, 1H, 3J = 26,3 Hz, H-5); 8,88 (s, 6H, NH3
+); 9,33 (d, 1H, 3J = 2,6 Hz, H-6). 
Elementaranalyse: C9H14N4O4 (M = 242,23) erfordert: C = 44,63%, H = 5,83%, N = 
23,13%, C/N = 1,93; gefunden: C = 28,98%, H = 4,88%, N = 14,80%, C/N = 1,95. Gehalt: 
64,0% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, schwach 
gelber Feststoff. Ausbeute: 138,4 mg (7,3%). 
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3.4.4.2 Synthese von peptidgebundenen CLAS 
Synthese des Precursors Boc-DHA-OBzl 88 
Die Synthese erfolgte nach Carlström und Frejd (1989). 900 mg (3,05 mmol) Boc-Ser-OBzl 
wurden bei 2 °C in 30 mL DCM gelöst. Es wurden 300 µL MsCl (444 mg, 3,88 mmol) 
zugegeben. Zu der im Eisbad gerührten Mischung wurden bei 1–3 °C 1,3 mL (944 mg, 
9,3 mmol) TEA gegeben. Die Temperatur erhöhte sich dabei kaum. Der Ansatz wurde 15 min 
bei 2 °C und dann 1 h bei RT gerührt. Anschließend wurde die Lösung in einen Scheidetrich-
ter überführt und mit 0,5%iger KHSO4-Lösung (3 × 50 mL) und Wasser (1 × 50 mL) extra-
hiert. Die organische Phase wurde getrocknet (Na2SO4) und das DCM destillativ entfernt.  
Das Rohprodukt wurde durch FC (30 g Kieselgel) mit dem Fließmittel n-Heptan/Ethylacetat 
(20/1, v/v) fraktioniert. Die Zielfraktionen wurden durch den Tüpfeltest (vgl. Kap. 3.2.6) bzw. 
DC mit dem System DC-6 (vgl. Tabelle 3-13) identifiziert. Das Produkt eluierte mit 100–
160 mL des Fließmittels. Aus den vereinigten und filtrierten Zielfraktionen wurden die 
Lösungsmittel destillativ entfernt. 
Synthese von Ala-LAL 61a 
500 mg (1,58 mmol) Boc-Ala-Lys wurden mit 610 mg 88 in einer Mischung aus 4 mL 
Ethanol und 4 mL 0,2 N Natrium-Boratpuffer, pH 9,0 gelöst. Die Lösung wurde für insgesamt 
24 h im Ölbad unter Rückfluss erhitzt. Die Lösungsmittel wurden im Vakuum destillativ 
entfernt. Der Rückstand wurde in 30 mL Methanol gelöst und in Gegenwart von 100 mg Pd/C 
über Nacht hydriert (H2-Ballon). Der Katalysator wurde abfiltriert und das Lösungsmittel im 
Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in 3000 mL 10%iger Essigsäure gelöst und 4 h bei 
70 °C unter Rückfluss erhitzt. Die Essigsäure wurde im Wasserstrahlvakuum entfernt und der 
Rückstand in 10 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 aufgenommen. 
Synthese von LAL-Ala 61b 
480 mg (1,51 mmol) Boc-Lys-Ala wurden mit 700 mg 88 in einer Mischung aus 7,5 mL 
Ethanol und 2,5 mL Wasser gelöst. Mit TEA wurde der pH-Wert auf 10,0 eingestellt. Die 
Lösung wurde für insgesamt 24 h im Ölbad unter Rückfluss erhitzt. Anschließend war die 
Lösung leicht gelblich. Die Lösungsmittel wurden im Vakuum destillativ entfernt. Der 
Rückstand wurde in 30 mL Methanol aufgenommen und mit 102,6 mg Pd/C versetzt. Die 
Mischung wurde über Nacht unter H2-Atmosphäre gerührt. Der Katalysator wurde abfiltriert 
und das Methanol im Vakuum abdestilliert. Der Rückstand wurde in 80 mL Reinstwasser 
gelöst und die Boc-Schutzgruppe in Gegenwart eines stark sauren Kationenaustauschers 
abgespalten (vgl. Kap. 3.3.1.2). Nach Entfernung der Salzsäure wurde der Rückstand in 
30 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 gelöst. 
108 3 Materialien und Methoden  
Synthese von Ala-(τ-HAL) und Ala-(π-HAL) 62a 
955 mg (3,44 mmol) 88 wurden mit 1,004 g (3,08 mmol) Boc-Ala-His in 15 mL Ethanol 
gelöst, und es wurden 2 mL TEA zugegeben. Die Lösung wurde für 24 h im Ölbad unter 
Rückfluss erhitzt. Das Ethanol wurde anschließend destillativ im Vakuum entfernt und der 
Rückstand in 50 mL Methanol aufgenommen. Es wurden 200 mg Pd/C zugegeben. Die 
Mischung wurde über Nacht unter H2-Atmosphäre gerührt. Der Katalysator wurde abfiltriert 
und das Methanol im Vakuum abdestilliert. Der Rückstand wurde in 50 mL einer Mischung 
aus THF und 6 N HCl (1/1, v/v) für 1 h bei RT gerührt. Anschließend wurden die Lösungs-
mittel im Wasserstrahlvakuum entfernt. Der Rückstand wurde in 50 mL 0,01 N HCl aufge-
nommen und mittels semipräparativer IEC unter Verwendung eines H+-Gradienten entspre-
chend Kap. 3.3.1.4 vorfraktioniert. Fraktionen, in denen nach DC mit dem System DC-4 (vgl. 
Tabelle 3-13) Ala-His 80a nachweisbar war, wurden zur Trockne eingeengt und wie in Kap. 
3.4.1 angegeben fraktioniert. Fraktionen, in denen Ala-HAL 62a nachweisbar war, wurden 
vereinigt und im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Rückstand wurde zur Hauptfraktionie-
rung in 30 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 gelöst (Tabelle 3-31).  
Synthese von (τ-HAL)-Ala τ-62b und (π-HAL)-Ala π-62b 
Die Synthese erfolgte ausgehend von 955 mg (3,44 mmol) 88 und 1,007 g (3,09 mmol) Boc-
His-Ala exakt wie für 62a angegeben. Fraktionen, in denen durch DC (System DC-4) nach 
der Vorfraktionierung His-Ala 80b nachweisbar war, wurden zur Trockne eingeengt und wie 
in Kap. 3.4.1 angegeben fraktioniert. Fraktionen, in denen HAL-Ala 62b nachweisbar war, 
wurden vereinigt und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde zur Haupt-
fraktionierung in 30 mL 0,1 N Natrium-Citratpuffer, pH 3,00 gelöst (Tabelle 3-31). 
Synthese von Ala-Lys(γ-Glu) 53a 
In Anlehnung an Chulin et al. (2005) wurden 500 mg (1,58 mmol) Boc-Ala-Lys mit 
2059,3 mg (4,74 mmol) Boc-Glu(OSu)-OBzl in einer Mischung aus 15,5 mL DCM und 2 mL 
Methanol gelöst. Es wurden 250 µL (1,44 mmol) DIPEA zugegeben. Der Ansatz wurde 24 h 
bei RT gerührt. Die Syntheselösung wurde vollständig in einen Scheidetrichter überführt, und 
es wurde mit 15 mL DCM nachgespült. Die Lösung wurde mit 5%iger KHSO4-Lösung 
(3 × 100 mL) und Wasser (2 × 100 mL) extrahiert. Die leicht trübe organische Phase wurde 
mit MgSO4 getrocknet und das DCM bei 40 °C Wasserbadtemperatur abdestilliert. 
Der Rückstand wurde in 30 mL Ethylacetat gelöst. Es wurden 100 mg Pd/C zugefügt. Die 
Hydrierung erfolgte über Nacht mit einem H2-Ballon. Der Katalysator wurde abfiltriert und 
das Ethylacetat im Vakuum entfernt. Der Rückstand wurde in 3600 mL 10%iger Essigsäure 
gelöst und 4 h bei 70 °C im Ölbad erhitzt. Die Essigsäure wurde im Wasserstrahlvakuum 
entfernt. Der Rückstand wurde in 30 mL 0,1 N Pyridinium-Formiatpuffer, pH 3,00 aufge-
nommen und nach den in Tabelle 3-31 genannten Bedingungen isoliert. 
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Synthese von Lys(γ-Glu)-Ala 53b 
Zur Synthese dieses Präparates wurden 504,8 mg (1,59 mmol) Boc-Lys-Ala und 2060 mg 
(4,74 mmol) Boc-Glu(OSu)-OBzl nach den für 53a angegebenen Bedingungen eingesetzt. 
Tabelle 3-31: Semipräparative IEC zur Isolierung peptidgebundener Quervernetzungsprodukte. 
Präparat Säule Eluenten Elution des Produktes, 
ab Beginn Elution 
Ala-LAL 61a 1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
150 mL 0,1 N Natrium-
Citratpuffer, pH 3,25 
500 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,28 
1000 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
Ala-LAL: 600–730 mL 
Ala-Lys: 780–1080 mL 
LAL-Ala 61b 1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
350 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,28 
850 mL 0,3 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
LAL-Ala: 490–610 mL 
Ala-HAL/Ala-His 
Vorfraktionierung 
2,5 × 15 cm 
200–400 mesh 
120 mL 0,01 N HCl 
250 mL 2,6 N HCl 
400 mL 3 N HCl 
Ala-His: 280–400 mL 
Ala-HAL: 430–610 mL 
Ala-HAL 62a 
Hauptfraktionierung
1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
550 mL 0,35 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
Ala-HAL: 270–400 mL 
HAL-Ala/His-Ala 
Vorfraktionierung 
2,5 × 15 cm 
200–400 mesh 
120 mL 0,01 N HCl 
250 mL 2,6 N HCl 
600 mL 3 N HCl 
His-Ala: 350–470 mL 
HAL-Ala: 610–940 mL 
HAL-Ala 62b 
Hauptfraktionierung
1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
450 mL 0,35 N Natrium-
Citratpuffer, pH 5,35 
τ-HAL-Ala: 190–270 mL 
π-HAL-Ala: 290–360 mL 
Ala-Lys(γ-Glu) 53a 1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
400 mL 0,2 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,25 
400 mL 0,2 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,55 
400 mL 0,2 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,85 
Ala-Lys(γ-Glu): 890–
1030 mL 
Lys(γ-Glu)-Ala 53b 1,5 × 75 cm 
200–400 mesh 
300 mL 0,2 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,25 
400 mL 0,2 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,55 
400 mL 0,2 N Pyridinium-
Formiatpuffer, pH 3,85 
Lys(γ-Glu)-Ala: 820–
960 mL 
 
Reine Zielfraktionen nach der Elution mit dem Natriumsystem wurden vereinigt, filtriert und 
entsalzt (vgl. Kap. 3.3.1.4). Die entsalzten Lösungen wurden im Wasserstrahlvakuum bis fast 
zur Trockne eingeengt und die Rückstände gefriergetrocknet. Bei den Peptiden 53a und 53b 
wurde aus den vereinigten Zielfraktionen zunächst der Pyridinium-Formiatpuffer destillativ 
entfernt. Der Rückstand des 53a wurde in 5 mL Methanol/Wasser (1/1, v/v) gelöst und in 
110 3 Materialien und Methoden  
30 mL eiskaltes Butanon eingetropft. Die Suspension wurde über Nacht im Tiefkühlschrank 
gelagert und anschließend über eine Fritte filtriert. Der Rückstand wurde im Vakuum ge-
trocknet. Der Rückstand des 53b wurde in 5 mL Wasser aufgenommen und in ein Becherglas 
überführt. Dort wurden innerhalb von 15 min insgesamt 18 mL kaltes Methanol zugegeben. 
Die Kristallisation wurde durch Kratzen am Glas eingeleitet. Die Suspension wurde über 
Nacht im Tiefkühlschrank gelagert, dann über eine Fritte filtriert und mit wenig Methanol 
gespült. Der Rückstand wurde im Vakuum getrocknet. 
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Abbildung 3-12: Strukturen von Boc-DHA-OBzl 88, Ala-LAL 61a, LAL-Ala 61b, Ala-(τ-HAL) τ-
62a, Ala-(π-HAL) π-62a, τ-HAL-Ala τ-62b, π-HAL-Ala π-62b, Ala-Lys(γ-Glu) 53a und Lys(γ-Glu)-
Ala 53b. 
2-(tert-Butoxycarbonylamino)-acrylsäurebenzylester 88 (Boc-DHA-OBzl). ESI-MS: m/z 
= 300,12 ([M + Na+]), 316,09 ([M + K+]). 1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ/ppm: 1,47 (s, 9H, 
H-3’, H-4’, H-5’); 5,25 (s, 2H, H-1’’); 5,78 (d, 1H, 2J = 1,5 Hz, H-3A); 6,17 (s, br, 1H, H-
3B); 7,02 (s, br, 1H, NH); 7,35 (m, 5H, H-3’’, H-4’’, H-5’’, H-6’’, H-7’’). 
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Elementaranalyse: C15H19NO4 (M = 277,32) erfordert: C = 64,97%, H = 6,91%, N = 5,05%, 
C/N = 12,87; gefunden: C = 65,78%, H = 7,29%, N = 5,08%, C/N = 12,95. Gehalt: 100,6% 
(N-Verhältnis). Farblose Flüssigkeit. Ausbeute: 700 mg (82,6%). 
L-Alanyl-[N-ε-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)]-L-lysin 61a (Ala-LAL). ESI-MS: m/z = 
153,1 ([M + 2H2+]); 234,1 ([M + H+, LAL]); 305,2 ([M + H+]). 1H-NMR (500 MHz, D2O) 
δ/ppm: 1,48 (m, 2H, H-4); 1,53 (d, 3H, 3J = 7,1 Hz, H-9); 1,78 (m, 4H, H-3A und H-5); 1,93 
(m, 1H, H-3B); 3,17 (m, 2H, H-6); 3,49 (dd, 1H, 2J = 13,2 Hz, 3J = 8,9 Hz, H-3’A); 3,57 (ddd, 
1H, 2J = 13,2 Hz, 3J = 5,4 Hz, 4J = 1,0 Hz, H-3’B); 4,11 (q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 4,24 (ddd, 
1H, 2J = 8,8 Hz, 3J = 5,4 Hz, 4J = 0,8 Hz, H-2); 4,39 (dd, 1H, 3J = 8,8 Hz und 5,2 Hz, H-2’). 
Elementaranalyse: C12H24N4O5 (M = 304,34) erfordert: C = 47,36%, H = 7,95%, N = 
18,41%, C/N = 2,57; gefunden: C = 31,11%, H = 9,42%, N = 12,11%, C/N = 2,57. Gehalt: 
65,8% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, schwach 
gelber Feststoff. Ausbeute: 95,7 mg (13,1%).  
N-ε-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-lysyl-L-alanin 61b (LAL-Ala). ESI-MS: m/z = 
153,1 ([M + 2H2+]); 305,2 ([M + H+]); 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,34 (d, 3H, 
3J = 
7,4 Hz, H-9); 1,39 (m, 2H, H-4); 1,68; 1,84 (m, 4H, H-3, H,5); 3,08 (m, 2H, H-6); 3,38 (dd, 
1H, 2J = 13,0 Hz, 3J = 5,7 Hz, H-3’A); 3,42 (dd, 1H, 2J = 13,0 Hz, 3J = 9,0 Hz, H-3’B); 3,91 
(t, 1H, 3J = 6,4 Hz, H-2); 4,02 (ddd, 1H, 3J = 5,7 Hz und 8,9 Hz, 4J = 0,8 Hz, H-2’); 4,32 (q, 
1H, 3J = 7,3 Hz, H-8). Elementaranalyse: C12H24N4O5 (M = 304,34) erfordert: C = 47,36%, 
H = 7,95%, N = 18,41%, C/N = 2,57; gefunden: C = 32,53%, H = 6,56%, N = 12,95%, C/N = 
2,51. Gehalt: 70,3% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit 
> 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 130,8 mg (19,9%). 
L-Alanyl-[N-τ,π-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-Histidin 62a (Ala-HAL, Gemisch 
beider Isomeren). ESI-MS: m/z = 314,12 ([M + H+]). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 
1,38 (dd, 3H, 3J = 7,2 Hz, J = 2,3 Hz, H-9); 3,02 (ddd, 0,8 H, τ-H-3A); 3,12 (ddd, 0,2 H, π-H-
3A); 3,25 (m, 1 H, H-3B); 3,96 (m, 1H, H-2); 4,13-4,19 (m, 1H, H-2’); 4,55-4,74 (m, H-8 und 
H-3’); 7,23 (s, 0,8 H, τ-H-5); 7,26 (s, 0,2 H, π-H-5); 8,65 (t, 0,8 H, J = 2,0 Hz, τ-H-6); 8,72 
(dd, 0,2 H, J = 1,5 Hz und J = 2,6 Hz, π-H-6). Elementaranalyse: C12H19N5O5 (M = 313,31) 
erfordert: C = 46,00%, H = 6,11%, N = 22,35%, C/N = 2,06; gefunden: C = 30,56%, H = 
5,42%, N = 14,60%, C/N = 2,09. Gehalt: 65,3% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 364,9 mg (24,7%). 
N-τ-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-Histidyl-L-alanin τ-62b (τ-HAL-Ala). ESI-MS: 
m/z = 314,12 ([M + H+]). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,31 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-9); 
3,26 (ddd, 1H, 2J = 15,5 Hz, 3J = 8,4 Hz, 3J = 3,4 Hz, H-3A); 3,33 (ddd, 1H, 2J = 15,5 Hz, 3J = 
5,55 Hz, 3J = 1,3 Hz, H-3B); 4,19 (ddd, 1H, 3J = 5,65 Hz, 3J = 8,1 Hz, 3J = 2,4 Hz, H-2); 4,25 
(dd, 1H, 3J = 5,3 Hz, 3J = 9,6 Hz, H-2’); 4,32 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-8); 7,46 (dd, 1H, J = 1,3 
Hz und J = 9,6 Hz, H-5); 8,76 (t, 1H, J = 1,8 Hz, H-6). Elementaranalyse: C12H19N5O5 (M = 
313,31) erfordert: C = 46,00%, H = 6,11%, N = 22,35%, C/N = 2,06; gefunden: C = 31,44%, 
112 3 Materialien und Methoden  
H = 5,59%, N = 15,11%, C/N = 2,08. Gehalt: 67,6% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 103,5 mg (7,2%). 
N-π-(D,L-2-Amino-2-carboxyeth-1-yl)-L-Histidyl-L-alanin π-62b (π-HAL-Ala). ESI-MS: 
m/z = 314,12 ([M + H+]). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,28 (dd, 3H, 
3J = 7,3 Hz, J = 2,2 
Hz, H-9); 3,33 (m, 2H, H-3); 4,12 (dt, 1H, 3J = 4,1 Hz, 3J = 6,6 Hz, H-2); 4,20 (m, 1H, H-2’); 
4,29 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-8); 4,60 (m, 2H, H-3’); 7,48 (dd, 1H, J = 0,7 Hz und J = 4,8 Hz, 
H-5); 8,83 (dd, 1H, J = 1,3 Hz und J = 9,6 Hz, H-6). Elementaranalyse: C12H19N5O5 (M = 
313,31) erfordert: C = 46,00%, H = 6,11%, N = 22,35%, C/N = 2,06; gefunden: C = 29,61%, 
H = 4,94%, N = 14,16%, C/N = 2,09. Gehalt: 63,4% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: 
chromatographische Reinheit > 99%, schwach gelber Feststoff. Ausbeute: 31,5 mg (2,1%). 
L-Alanyl-[N-ε-(γ-Glutamyl)]-L-lysin 53a (Ala-Lys(γ-Glu)). ESI-MS: m/z = 174,1 ([M + 
2H2+]); 276,2 ([M + H+], Lys(γ-Glu)); 347,20 ([M + H+]). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 
1,26; 1,40 (m, 4H, H-4, H-5); 1,44 (d, 3H, 3J = 7,1 Hz, H-9); 1,63 (m, 2H, H-3); 2,00 (m, 2H, 
H-3’); 2,27 (m, 2H, H-4’); 3,07 (t, 2H, 3J = 6,8 Hz, H-6); 3,64 (t, 1H, 3J = 6,2 Hz, H-2’); 3,98 
(q, 1H, 3J = 7,1 Hz, H-8); 4,03 (dd, 1H, 3J = 5,20 Hz und 8,33 Hz; H-2). Elementaranalyse: 
C14H26N4O6 (M = 346,38) erfordert: C = 48,54%, H = 7,57%, N = 16,18%, C/N = 3,00; 
gefunden: C = 48,34%, H = 7,19%, N = 14,52%, C/N = 3,33. Gehalt: 89,8% (N-Verhältnis). 
Aminosäureanalyse: chromatographische Reinheit > 99%, weißer Feststoff. Ausbeute: 
283,4 mg (46,5%). 
N-ε-(γ-Glutamyl)-L-lysyl-L-alanin 53b (Lys(γ-Glu)-Ala). ESI-MS: m/z = 174,1 ([M + 
2H2+]); 347,20 ([M + H+]). 1H-NMR (500 MHz, D2O) δ/ppm: 1,24 (d, 3H, 
3J = 7,3 Hz, H-9); 
1,31; 1,44 (m, 4H, H-4, H-5); 1,79 (m, 2H, H-3); 2,00 (m, 2H, H-3’); 2,28 (m, 2H, H-4’); 3,09 
(t, 2H, 3J = 5,8-7,5 Hz, H-6); 3,64 (t, 1H, 3J = 6,2 Hz, H-2’); 3,86 (t, 1H, 3J = 6,6 Hz, H-2); 
4,32 (q, 1H, 3J = 7,3 Hz, H-8). Elementaranalyse: C14H26N4O6 (M = 346,38) erfordert: C = 
48,54%, H = 7,57%, N = 16,18%, C/N = 3,00; gefunden: C = 44,54%, H = 7,68%, N = 
14,34%, C/N = 3,11. Gehalt: 88,6% (N-Verhältnis). Aminosäureanalyse: chromatographi-
sche Reinheit > 99%, weißer Feststoff. Ausbeute: 220,6 mg (35,5%). 
3.5 Präparation modifizierter Caseine 
3.5.1 Inkubation mit Mono- und Disacchariden  
3.5.1.1 Inkubation mit Glucose und Lactose 
Zur Anreicherung von Fructose- 1 bzw. Lactuloselysin 82 wurde Casein in Anlehnung an 
Mulsow (2008) bei definiertem aW-Wert mit der doppelten Stoffmenge Glucose bzw. Lactose, 
bezogen auf Lysin, inkubiert (Matthes, 2007). Hierzu wurden die Reaktanden entsprechend 
Tabelle 3-32 in 7 mL Wasser aufgeschlämmt und gefriergetrocknet. Die Lyophilisate wurden 
in einem Exsikkator über einer gesättigten Lösung von Mg(NO3)2 (aW = 0,52, Rockland, 
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1960) für 5 Tage bei RT gelagert und anschließend in einem auf 60 °C vorgeheizten Trocken-
schrank inkubiert (vgl. Tabelle 3-32). Dann wurden sie in 25 mL dest. Wasser suspendiert, in 
Dialyseschläuche überführt und bei 4 °C für 3 Tage gegen dest. Wasser dialysiert, bis mit der 
Methode nach Molisch kein Zucker mehr nachweisbar war (Matthes, 2007). Die dialysierten 
Lösungen wurde gefriergetrocknet.  
 
Tabelle 3-32: Anreicherung von Fructoselysin 1 und Lactuloselysin 82 im Casein. 
Casein m (Casein) m (Zucker) Inkubationszeit 
AP-BW 1000 mg – 24 h 
Glu-1 1000 mg 180 mg Glucose 0 h[1] 
Glu-2 1000 mg 180 mg Glucose 1 h  
Glu-3 1000 mg 180 mg Glucose 4 h  
Glu-4 1000 mg 180 mg Glucose 24 h  
Lac-1 1000 mg 351 mg Lactose 30 min 
Lac-2 1000 mg 351 mg Lactose 1 h  
Lac-3 1000 mg 351 mg Lactose 4 h  
Lac-4 1000 mg 351 mg Lactose 24 h  
[1] Nur Gefriertrocknung und aW-Wert-Einstellung, keine Inkubation bei erhöhter Temperatur. 
 
3.5.1.2 Inkubation mit Ribose 
Pentosidin 47 wurde in einem zweistufigen Verfahren angereichert. Zunächst wurde Casein 
mit Ribose bei definiertem aW-Wert trocken inkubiert. Die dialysierten ribulosylierten 
Caseine wurden dann bei pH 9 in Lösung weiter inkubiert. 
Jeweils 600 mg Casein wurden mit der in Tabelle 3-33 angegebenen Masse Ribose in 50 mL 
Reinstwasser gelöst. Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 6,0 eingestellt. Die Lösungen 
wurden gefriergetrocknet und für 21 d bei RT in einem Exsikkator über einer gesättigten 
Lösung von CaCl2 (aW = 0,35, Rockland, 1960) gelagert. Dann wurden sie in 25 mL dest. 
Wasser suspendiert, in Dialyseschläuche überführt, bei 4 °C für 3 Tage gegen dest. Wasser 
dialysiert und gefriergetrocknet. Die Lyophilisate wurden in 25 mL 0,2 N Natrium-
Phosphatpuffer, pH 9,0 gelöst und für die in Tabelle 3-33 angegebenen Zeiten bei 80 °C im 
Ölbad unter Rühren inkubiert. Nach dem Abkühlen wurden die Lösungen in Dialyseschläuche 
überführt, bei 4 °C für 3 Tage gegen dest. Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. 
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Tabelle 3-33: Anreicherung von Pentosidin 47 im Casein. 
Name des Caseins m (Ribose) Erhitzungsdauer 
Pent-1 88,0 mg ohne Erhitzung 
Pent-2 88,0 mg 15 min 
Pent-3 88,0 mg 45 min 
Pent-4 88,0 mg 2 h 
Pent-5 293,3 mg 2 h 
3.5.2 Carboxyalkylierung 
Casein wurde in Anlehnung an Glorieux et al. (2004) durch reduktive Alkylierung mit 
Glyoxylsäure bzw. Brenztraubensäure in Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid 
carboxymethyliert bzw. -ethyliert (Peto, 2008). Zur Erreichung eines möglichst hohen 
Modifizierungsgrades wurde zur Carboxymethylierung Glyoxylsäure gegenüber Lysin in 5-
fachem Überschuss eingesetzt. Zur Carboxyethylierung wurde die etwas weniger reaktive 
Brenztraubensäure in 15-fachem Überschuss eingesetzt. Für geringere Modifizierungsgrade 
wurde weniger α-Ketosäure und teilweise weniger Reduktionsmittel (NaBH3CN) verwendet. 
Die Reaktanden wurden entsprechend Tabelle 3-34 in 100 mL 0,2 M Natrium-Phosphat-
puffer, pH 7,4 gelöst. Der pH-Wert wurde vor der Zugabe des NaBH3CN mit verd. NaOH auf 
7,4 korrigiert. Dann wurden die Lösungen für 20 h bei 40 °C im Wasserbad inkubiert. 
Darüber hinaus wurden zwei Caseinproben ohne Zugabe von α-Ketosäure inkubiert, mit 
denen der Einfluss der alleinigen Erhitzung sowie des Reduktionsmittels auf Quervernetzung 
und Verdaubarkeit des Caseins beurteilt werden sollte. Die in Tabelle 3-34 angegebenen 
Reaktanden wurden dazu in 25 mL 0,2 M Natrium-Phosphatpuffer, pH 7,4 gelöst und wie 
oben inkubiert. Anschließend wurden die Lösungen in Dialyseschläuche überführt, bei 7 °C 
für 3 Tage gegen dest. Wasser bis zur Cyanidfreiheit (Cyanid-Testkit, Merck) dialysiert und 
gefriergetrocknet.  
Tabelle 3-34: Anreicherung von CML 8 und CEL 30 im Casein. 
Casein m (Casein) m (α-Ketosäure) m (NaBH3CN) 
CML-BW-1  500 mg – – 
CML-BW-2 500 mg – 1,0 g 
CML-1 2000 mg 10 mg Glyoxylsäure 1,1 g 
CML-2 2000 mg 60 mg Glyoxylsäure 1,1 g 
CML-3 2000 mg 490 mg Glyoxylsäure 1,1 g 
CEL-1 2000 mg 40 mg Brenztraubensäure 1,8 g 
CEL-2 2000 mg 180 mg Brenztraubensäure 2,2 g 
CEL-3 2000 mg 1420 mg Brenztraubensäure 5,0 g 
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3.5.3 Inkubation mit Dicarbonylverbindungen 
3.5.3.1 Inkubation mit 3-DG 11 
Optimale Bedingungen zur Anreicherung von Pyrralin 33 im Casein bei gleichzeitig geringem 
Gehalt an 3-DG-H 43 waren von Peto (2008) herausgearbeitet worden. Die Inkubation 
erfolgte ähnlich wie die Synthese des freien Pyrralins 33 (vgl. Kap. 3.4.2.3) in lyophilisierten 
Ansätzen.  
2,4 g Casein wurden in 600 mL 0,1 N Natrium-Acetatpuffer, pH 5,5 gelöst. Der pH-Wert der 
Mischung wurde mit verd. NaOH auf 5,5 korrigiert. Es wurden 840 mg 3-DG zugegeben. Die 
Lösung wurde in 4 Portionen zu 150 mL in Rundkolben eingefroren und gefriergetrocknet. 
Anschließend wurden die Lyophilisate bei 70 °C im vorgeheizten Trockenschrank inkubiert 
(Pyrr-1: 10 min, Pyrr-2: 30 min, Pyrr-3: 60 min, Pyrr-4: 180 min). Danach wurden die 
Mischungen in 50 mL dest. Wasser aufgeschlämmt, in Dialyseschläuche überführt, bei 4 °C 
für 3 Tage gegen dest. Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. Als Blindwert wurde Casein 
analog in Abwesenheit von 3-DG für 180 min bei 70 °C erhitzt (Pyrr-BW). 
3.5.3.2 Inkubation mit Methylglyoxal 28 
In Anlehnung an die Synthese von MG-H1 37 (Henle et al., 1994b) wurde nach Vorversuchen 
von Silow (2009) Casein bei pH 7,4 mit Methylglyoxal 28 inkubiert, um 37 anzureichern. 28 
wurde gegenüber Arginin im doppelten molaren Überschuss eingesetzt. Dazu wurden jeweils 
1000 mg Casein in 50 mL 0,2 M Natrium-Phosphatpuffer, pH 7,4 gelöst. Die Lösungen 
wurden in einem auf 60 °C vorgeheizten Trockenschrank für 3 h vorgewärmt. Nach Zugabe 
von 40%iger MGO-Lösung wurden die Caseine entsprechend Tabelle 3-35 weiter bei 60 °C 
im Trockenschrank inkubiert. Danach wurden die Lösungen in Dialyseschläuche überführt, 
bei 4 °C für 3 Tage gegen dest. Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. 
Tabelle 3-35: Inkubation von Casein mit Methylglyoxal. 
Casein V (40% MGO)  Inkubationszeit 
MGO-BW – 6 h 
MGO-1 73 µL 15 min 
MGO-2 73 µL 1 h 
MGO-3 73 µL 4 h 
3.5.4 Alkalische Inkubation 
Die alkalische Inkubation erfolgte in Anlehnung an Sternberg und Kim (1977). Zur Inkubati-
on bei pH 8,0 und 10,0 wurde Casein (100 mg/mL) in 0,2 N Natrium-Boratpuffer gelöst, zur 
Inkubation bei pH 12,0 in 0,1 N NaOH. Der pH-Wert wurde mit konz. NaOH korrigiert. Die 
Lösungen wurden dann im Ölbad unter Temperaturkontrolle auf 100 °C erhitzt und ab dem 
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Ende der Aufheizzeit bis zu 180 min unter Rückfluss inkubiert. Nach den in Tabelle 3-36 
angegebenen Zeiten wurden jeweils 10 mL der Lösung entnommen, abgekühlt, in Dialyse-
schläuche überführt, bei 4 °C für 3 Tage gegen dest. Wasser dialysiert und gefriergetrocknet. 
Tabelle 3-36: Anreicherung von LAL 61 im Casein. 
Casein pH-Wert Inkubationszeit 
LAL 8-1 8,0 15 min 
LAL 8-2 8,0 45 min 
LAL 8-3 8,0 90 min 
LAL 8-4 8,0 180 min 
LAL 10-1 10,0 0 min[1] 
LAL 10-2 10,0 15 min 
LAL 10-3 10,0 180 min 
LAL 12-1 12,0 0 min[1] 
LAL 12-2 12,0 15 min 
LAL 12-3 12,0 180 min 
[1] Probennahme am Ende der Aufheizzeit. 
3.5.5 Enzymatische Quervernetzung 
In Anlehnung an Pan (2007) wurde Casein in Gegenwart von mikrobieller Transglutaminase 
(mTg) inkubiert, um das Isopeptid Lys(γ-Glu) 53 anzureichern (Löbner, 2009). Hierzu wurde 
zunächst der Inkubationspuffer hergestellt duch Mischen von 492 mL 0,067 M Na2HPO4-
Lösung und 508 mL 0,067 M KH2PO4-Lösung (0,2 N Natrium-Kalium-Phosphatpuffer, 
pH 6,8, Raymond, 2007). 125 mg des mTg-Präparates (Aktivität 80 U/g) wurden in 100 mL 
dieses Puffers gelöst (Enzymlösung). 
Zur Inkubation wurden 1000 mg Casein in 975 mL des Phosphatpuffers gelöst und im Ölbad 
auf 40 °C erhitzt. Dann wurden 25 mL der Enzymlösung zugegeben. Die Lösungen wurden 
bei 40 °C für 15 min (IP-1), 45 min (IP-2) oder 120 min (IP-3) inkubiert.  
Nach der Inkubation wurde die Enzymreaktion sofort gestoppt, indem das Casein durch 
Zugabe von 1 N HCl bis pH 4,6 ausgefällt wurde. Nach Zentrifugation (4000 U/min, 4 °C, 
10 min) wurden die Präzipitate in einem Becherglas in 500 mL Reinstwasser aufgeschlämmt 
und durch Zugabe von NaOH bei pH 7,0 wieder gelöst. Die Lösungen wurden im Ölbad auf 
85 °C erhitzt und 5 min bei dieser Temperatur gehalten, um eventuell noch vorhandene mTg 
zu inaktivieren, und dann gefriergetrocknet. Die Lyophilisate wurden in 50 mL Reinstwasser 
wieder aufgenommen, in Dialyseschläuche überführt, bei 4 °C für 3 Tage gegen dest. Wasser 
dialysiert und gefriergetrocknet. 
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3.5.6 Charakterisierung der Caseine 
Bestimmung der Aminosäurezusammensetzung 
Alle lyophilisierten Caseine wurden entsprechend Kap. 3.2.1.1 sauer hydrolysiert. Hierzu 
wurden ca. 10 mg Casein genau eingewogen. Die Aminosäurezusammensetzung wurde auch 
nach enzymatischer Hydrolyse entsprechend Kapitel 3.2.1.2 bestimmt. Hierzu wurden 2–3 mg 
Casein eingesetzt. Die Analyse erfolgte in Einfach- oder Doppelbestimmung. Als Maß für den 
Proteingehalt wurde in späteren Analysen der Gehalt an Tyrosin verwendet, das somit als 
interner Standard diente, da bei der Einwaage sehr geringer Proteinmengen hohe Wägefehler 
auftreten können (Siegl, 2003). Zudem kann auf diese Weise v.a. bei enzymatisch hydroly-
sierten Proben eine verminderte Freisetzbarkeit aller Aminosäuren durch unvollständige 
Hydrolyse, z.B. aufgrund von Quervernetzung, ausgeglichen werden.  
Aus den sauren Hydrolysaten wurden die Gehalte einzelner Aminosäuren (als Tyrosinäquiva-
lente) sowie die Gehalte an Fructoselysin 1, Lactuloselysin 82 (jeweils durch Messung von 
Furosin 84), CML 8, CEL 30, Argpyrimidin 40, Pentosidin 47, LAL 61 und HAL 62 be-
stimmt. Die Analyse erfolgte in Doppelbestimmung. Aus den enzymatischen Hydrolysaten 
wurden ebenfalls die Aminosäurezusammensetzung sowie die Gehalte an Pyrralin 33 (HPLC-
System in Kap. 3.2.2.3), MG-H1 37 (ASA-System Li-3) und Lys(γ-Glu) 53 (PITC-
Derivatisierung nach Kap. 3.2.1.3 und HPLC-Analyse nach Kap. 3.2.2.5) bestimmt. Diese 
Analysen erfolgten in Doppelbestimmung. 
Berechnung der Lysin- und Argininderivatisierung 
Der Stoffmengenanteil des Lysins, der in den Caseinen modifiziert vorliegt („Lysinblockie-
rung“, χLys,mod), wurde aus den für die einzelnen Aminosäuren bestimmten Tyrosinäquivalen-
ten nach folgender Formel bestimmt: 
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nLys,mod … Stoffmenge des Lysins im Hydrolysat eines modifizierten Caseins [nmol] 
nTyr,mod … Stoffmenge des Tyrosins im Hydrolysat eines modifizierten Caseins [nmol] 
nLys,nat … Stoffmenge des Lysins im Hydrolysat des nativen Caseins [nmol] 
nTyr,nat … Stoffmenge des Tyrosins im Hydrolysat des nativen Caseins [nmol] 
 
Die Argininblockierung χArg,mod wurde analog mit den Werten für Arginin berechnet. Das hier 
verwendete Casein wies ein molares Verhältnis Lys:Arg von 2,6:1 auf. Die mittlere Modifi-
zierung der basischen Aminosäuren Lysin und Arginin (χArg,mod) berechnet sich daher folgen-
dermaßen: 
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Von allen Caseinen wurde darüber hinaus der Quervernetzungsgrad (QVCAS) mit dem in Kap. 
3.2.3.1 angegbenen GPC-System bestimmt.  
3.6 Simulierte gastrointestinale Verdauung 
Die simulierte gastrointestinale Verdauung wurde in Anlehnung an DIN 19738 (2004) 
durchgeführt. 
3.6.1 Vorbereitung von Lösungen 
3.6.1.1 Lagerfähige Lösungen 
Mucin- und enzymfreies synthetisches Magensekret: 145 mg (2,48 mmol) NaCl, 35 mg 
(0,47 mmol) KCl und 13,5 mg (0,10 mmol) KH2PO4 wurden mit Reinstwasser auf 50 mL 
aufgefüllt und portioniert eingefroren. 
Enzymfreies synthetisches Darmsekret: 15 mg (0,20 mmol) KCl, 25 mg (0,17 mmol) CaCl2-
Dihydrat, 10 mg (0,05 mmol) MgCl2-Hexahydrat, 50 mg (0,60 mmol) NaHCO3, 450 mg 
lyophilisierte Galle und 15 mg (0,25 mmol) Harnstoff wurden mit Reinstwasser auf 50 mL 
aufgefüllt und portioniert eingefroren. 
3.6.1.2 Unmittelbar vor Versuchsbeginn herzustellende Lösungen 
Synthetisches Magensekret: Für 5 Parallelbestimmungen wurden ca. 35 mg Mucin zu 
3 mg/mL in mucin- und enzymfreiem synthetischem Magensekret gelöst.  
Pepsinlösung: Für 5 Parallelbestimmungen wurden 12 mg Pepsin (Sigma) zu 20 mg/mL in 
synthetischem Magensekret gelöst. 
Trypsin-/Pankreatinlösung: Für 5 Parallelbestimmungen wurden 3 mg Trypsin3 und 86,4 mg 
Pankreatin3 in 600 µL enzymfreiem synthetischem Darmsekret suspendiert. 
3.6.2 Durchführung der simulierten Verdauung 
3.6.2.1 Magenstufe 
100 ± 1 mg Casein wurden genau in kleine Rollrandgläschen (V = 15 mL) eingewogen. Das 
Protein wurde mit 1,9 mL synthetischem Magensekret versetzt und der pH-Wert mit 3 N HCl 
                                                 
3Die für Trypsin und Pankreatin mit der Methode nach Rick (1974) ermittelten Enzymaktivitäten lagen bei 
4,1 ± 0,5 TAME-U/mg (Trypsin) und 1,7 ± 0,6 TAME-U/mg (Pankreatin). Die Proteaseaktivität des synthe-
tischen Darmsekretes, bestimmt nach Anson (1938) und Folin und Ciocalteu (1927) mit Casein als Substrat 
lag bei 1,58 ± 0,05 U/mL. 
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auf 2,0 ± 0,1 eingestellt. Dann wurden 100 µL Pepsinlösung zugegeben. Die Ansätze wurden 
in der Magenstufe insgesamt 120 min im Wasserbad bei 37 °C gerührt. 
Probennahme 
Nach 10 bzw. 120 min wurden den Ansätzen jeweils 200 µL Probe entnommen und in einem 
Eppendorf-Tube mit 800 µL PBS-Puffer (vgl. Kap. 3.2.3.2) versetzt (Proben M10 und M120). 
Die Proben wurden sofort für 10 min in einem kochenden Wasserbad inkubiert, um die 
Enzyme zu inaktivieren. Diese Proben wurden bis zur Analyse tiefgefroren und nach Mem-
branfiltration mit dem GPC-System in Kapitel 3.2.3.2 auf ihre Molmassenverteilung unter-
sucht. 
3.6.2.2 Darmstufe 
Nach Ende der Magenstufe wurden zu den Suspension 1,5 mL enzymfreies synthetisches 
Darmsekret gegeben, und der pH-Wert der Lösungen wurde mit festem NaHCO3 auf 7,5 
eingestellt. Nach Zugabe von 100 µL Trypsin-/Pankreatinlösung wurden die Lösungen 
insgesamt 6 h bei 37 °C im Wasserbad weiter inkubiert und der pH-Wert stündlich durch 
Zugabe von 3 N HCl auf 7,5 ± 0,1 korrigiert. Hierzu waren jeweils 40–60 µL Säure nötig. 
Probennahme und -messung 
Nach 10, 60, 180 und 360 min wurden den Ansätzen jeweils 400 µL Probe entnommen und in 
einem Eppendorf-Tube mit 327 µL PBS-Puffer (vgl. Kap. 3.2.3.2) versetzt (Proben D10, D60, 
D180 und D360). Die Proben wurden sofort für 10 min in einem kochenden Wasserbad 
inkubiert, um die Enzyme zu inaktivieren. Diese Proben wurden bis zur Analyse tiefgefroren 
und nach Membranfiltration mit dem GPC-System in Kapitel 3.2.3.2 auf ihre Molmassenver-
teilung untersucht. Durch Probennahme und pH-Wert-Einstellung ergaben sich in den 
Verdauungsansätzen und GPC-Proben die in Tabelle 3-37 angegebenen Volumina und 
Konzentrationen. Die Konzentration cCas,ges bezeichnet dabei die Gesamtkonzentration an 
gelöstem und ungelöstem Casein. 
Tabelle 3-37: Berechnete Volumina und Konzentrationen der Verdauungsansätze während der 
simulierten gastrointestinalen Verdauung. 
Probe  M10 M120 D10 D60 D180 D360 
Vges  [mL] 2,00 1,80  3,20
[1] 2,8[1] 2,5[1] 2,25[1] 
mCas,ges [mg] 100  90  80  70  60  50,4  
cCas,ges [mg/mL] 50  50  25  25  24  22,4  
cCas,ges (GPC-Probe) [mg/mL] 10  10  13,75  13,75  13,2  12,32  
[1] Berechnet mit einer mittleren Säurekonzentration zur pH-Korrektur von 50 µL. Eine systematische Abwei-
chung im Volumen von 10 µL bedeutet eine Abweichung der Proteinkonzentration in der GPC-Probe um 2%. 
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Die verbleibenden 1,85 mL (mit 41,4 mg Protein) der D360-Proben wurden in ein Eppendorf-
Tube überführt und ebenfalls 10 min in einem kochenden Wasserbad inkubiert. Diese 
Lösungen wurden zur Fraktionierung in eine hoch- und eine niedermolekulare Fraktion mit 
dem in Kapitel 3.6.3 angegebenen Verfahren verwendet. In den D360-Proben wurde zudem 
der Proteingehalt (als Tyrosinäquivalent) bestimmt. 100 µL der Probe wurden hierzu mit 
1,9 mL 6,3 N HCl versetzt und wie in Kap. 3.2.1.1 angegeben sauer hydrolysiert. Vom 
Hydrolysat wurden 500 µL im Vakuumkonzentrator eingeengt und zur Analyse mit dem 
ASA-System Li-3 vorbereitet (Kap. 3.2.4.3). 
In den D360-Proben der 3-DG-modifizierten Caseine wurde zudem freies Pyrralin analysiert. 
Hierzu wurden 100 µL der D360-Probe mit 100 µL 5 mM HFBA versetzt, membranfiltriert 
und mit dem in Kap. 3.2.2.3 angegebenen HPLC-System gemessen.  
3.6.3 Fraktionierung der verdauten Lösungen 
Zur Fraktionierung der D360-Proben in hoch- (HMW) und niedermolekulare (LMW) Frakti-
onen wurde die semipräparative GPC mit folgenden Parametern verwendet: 
 
Anlage: Analytische HPLC Äkta 10 XT 
Säule: SuperdexTM Peptide FPLC HR 10/30, Pharmacia Biotech 
Säulentemperatur: Raumtemperatur 
Injektion: 250 µL 
Flussrate: 0,5 mL/min 
Eluent: Reinstwasser 
Gradient: isokratisch, 75 min 
Fraktionierung: automatisch, nach 32,5 min 
Detektion: UV, λ = 220 nm und 280 nm  
 
Zur Sättigung unspezifischer Bindungen wurde am Anfang jeder Fraktionierungsserie eine 
beliebige D360-Probe fraktioniert, wobei die Fraktionen verworfen wurden. Erst dann wurden 
Fraktionen in 250-mL-Rundkolben aufgefangen. Die Fraktionen wurden im Wasserstrahlva-
kuum unter Verwendung eines Rotationsverdampfers zur Trockne gebracht, in wenig 
Reinstwasser aufgenommen, in Rollrandgläser (V = 15 mL) überführt und gefriergetrocknet.  
Analyse der Fraktionen 
Die Fraktionen der pyrralin-, MG-H1- und Lys(γ-Glu)-modifizierten Caseine wurden enzy-
matisch hydrolysiert (vgl. Kap. 3.2.1.2). Die enzymatischen Hydrolysate der pyrralin- und 
MG-H1-modifizierten Caseine wurden in 2 mL ASA-Probenpuffer (Li+) aufgenommen und 
nach geeigneter Verdünnung zur Aminosäureanalyse mit dem System Li-3 (vgl. Kap. 3.2.4.3) 
bzw. dem HFBA-Methanol-HPLC-System (vgl. Kap. 3.2.2.3) eingesetzt. Die Analyse von 
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Lys(γ-Glu) 53 und ausgewählten Aminosäuren in den Hydrolysaten der IP-Caseine wurde 
nach PITC-Derivatisierung mittels HPLC vorgenommen (vgl. Kap. 3.2.2.5). 
Die HMW-Proben der restlichen Caseine wurden zur Säurehydrolyse in 3 mL 6 N HCl 
aufgenommen. Die LMW-Proben wurden aufgrund schlechter Löslichkeit im Sauren in 
1,5 mL Reinstwasser gelöst. Dann wurden 1,3 mL dieser Lösung mit 1,3 mL 12 N HCl 
versetzt. Alle Proben wurden sauer hydrolysiert (vgl. Kap. 3.2.1.1). Zur Aminosäureanalyse 
wurden 250 µL der HMW-Proben im Vakuumkonzentrator eingeengt und in 1000 µL ASA-
Probenpuffer (Li+) aufgenommen. Von den LMW-Proben wurden 500 µL eingeengt und in 
500 µL ASA-Probenpuffer (Li+) aufgenommen. 30 µL der Lösungen wurden nach Membran-
filtration zur Analyse mit dem System Li-3 vorbereitet (Kap. 3.2.4.3). Für CML-haltige 
Proben wurde das System Li-1 verwendet. Zur Analytik von Furosin 84 wurden 500 µL der 
sauren Hydrolysate zur SPE eingesetzt (vgl. Kap. 3.2.2.1). 1200 µL der SPE-Eluate wurden 
eingeengt und in 200 µL 0,4% Essigsäure wieder aufgenommen (vgl. Kap. 3.2.2.1). Zur 
Analytik von Pentosidin 47 wurden 500 µL der Hydrolysate eingeengt und in 500 µL Ammo-
niumacetat-Heptafluorbutyrat-Puffer aufgenommen und mit dem entsprechenden HPLC-
System (vgl. Kap. 3.2.2.4) gemessen. Zur Analytik von LAL 61 wurden je nach erwartetem 
LAL-Gehalt 250–1000 µL der sauren Hydrolysate eingeengt, in 250–1000 µL ASA-
Probenpuffer (Na+) aufgenommen und nach Membranfiltration mit dem System Na-1 gemes-
sen. 
Rechromatographie 
Zur Überprüfung der Trennleistung des Fraktioniersystems wurden aus jeder Caseingruppe 
250 µL einer D360-Probe fraktioniert. Die HMW- und LMW-Fraktionen wurden im Vakuum 
zur Trockne gebracht und nach Aufnahme in jeweils 500 µL Reinstwasser mit dem in Kap. 
3.2.3.2 genannten GPC-System analysiert. 
3.7 Zellkultur 
Die Kultivierung der Zellen, die Messung der Substrataffinitäten und die Durchführung der 
Fluxmessungen erfolgten im Biozentrum der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg 
durch Frau Stefanie Geißler. 
3.7.1 Kultivierung der Zellen 
Die Kultivierung von Caco-2- und OK-Zellen erfolgte stets unter sterilen Bedingungen an 
einer Sicherheitswerkbank, ausgenommen die mikroskopische Untersuchung der Zellen. Hier 
sind jedoch die Zellkulturgefäße verschlossen, so dass es nicht zu Kontaminationen durch 
Keime in der Luft kommen kann. Die Zellzahl wurde mit einem Zellzählgerät bestimmt. Alle 
Lösungen, die zu den Zellen gegeben wurden, wurden vorher im Wasserbad auf 37 °C 
temperiert.  
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3.7.1.1 Zusammensetzung der Medien und sonstiger Lösungen 
Supplementiertes Minimum Essential Medium (MEM): 500 mL Minimum Essential 
Medium (mit Earle’s Salzen und L-Glutamin) wurden unter sterilen Bedingungen mit 2,8 mL 
Gentamicinlösung (10 mg/mL), 5,6 mL einer Lösung nicht-essentieller Aminosäuren und 
56 mL fötalem Kälberserum (FKS) versetzt. Dieses Medium konnte, im Kühlschrank aufbe-
wahrt, ca. 5 Tage verwendet werden. Endkonzentrationen: 10% FKS, 50 µg/mL Gentamicin, 
1% nicht-essentielle Aminosäuren (Lösung). 
Supplementierte Mischung aus Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium und F12 Nutrient 
Mixture (DMEM/F12): 500 mL einer fertigen Mischung aus Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium und F12 Nutrient Mixture (1/1) wurden unter sterilen Bedingungen mit 56 mL FKS, 
5,6 mL Penicillin/Streptomycin-Lösung und 5,6 mL L-Glutaminlösung versetzt. Dieses 
Medium konnte, im Kühlschrank aufbewahrt, ca. 5 Tage verwendet werden. Endkonzentrati-
onen: 10% FKS, 100 U/mL Penicillin, 100 µg/mL Streptomycin, 2 mM L-Glutamin. 
Phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS-Puffer): 7,89 g (135 mmol) NaCl, 1,14 g 
(8 mmol) Na2HPO4, 224 mg (3 mmol) KCl und 204 mg (1,5 mmol) KH2PO4 wurden in 
950 mL dest. Wasser gelöst und der pH-Wert ggf. mit Salzsäure oder Natronlauge auf 7,4 
eingestellt. Die Lösung wurde auf 1000 mL aufgefüllt und autoklaviert (121 °C, 20 min, 
1 bar). Endkonzentration: Na+ 151 mM, K+ 4,5 mM, Cl− 138 mM, Phosphat 9,5 mM. 
Trypsinlösung zur Ablösung von Zellen (Trypsin/PBS): 10 mL 10fach konzentrierte 
Trypsinlösung wurden mit 90 mL PBS-Puffer verdünnt. 
Inkubationspuffer bei Bestimmung von Substrataffinitäten und Flux-Messungen 
(Uptake-Puffer, pH 6,0): 500 mL dest. Wasser wurden mit 4,09 g NaCl, 0,20 g KCl, 0,13 g 
CaCl2-Dihydrat, 0,10 g MgSO4-Heptahydrat, 0,45 g D-Glucose und 2,44 g MES versetzt und 
der pH-Wert mit festem TRIS auf 6,0 eingestellt. 
Inkubationspuffer bei Fluxmessungen (Akzeptor-Puffer, pH 7,5): 500 mL dest. Wasser 
wurden mit 4,09 g NaCl, 0,20 g KCl, 0,13 g CaCl2-Dihydrat, 0,10 g MgSO4-Heptahydrat, 
0,45 g D-Glucose und 2,98 g HEPES versetzt und der pH-Wert mit festem TRIS auf 7,5 
eingestellt. 
Puffer zur Zelllyse (Lysepuffer, pH 9,0): 500 mL dest. Wasser wurden mit 4,09 g NaCl, 
0,20 g MgSO4-Heptahydrat, 3,03 g TRIS und 2,5 mL einer 0,5%igen Lösung des Detergenz 
Igepal Ca-630 versetzt. Der pH-Wert wurde mit Salzsäure auf 9,0 eingestellt. 
3.7.1.2 Kultivierung von Caco-2-Zellen 
Caco-2-Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ, Braunschweig) bezogen und in Zellkulturflaschen (75 cm2, 250 mL) in einem 
begasten Brutschrank (37 °C, 5% CO2, Wasserdampfsättigung) kultiviert (Bretschneider et 
al., 1999; Metzner et al., 2004; Grunwald et al., 2006). Als Kulturmedium wurde MEM 
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verwendet (12 mL). Von subkonfluenten Kulturen (80–90% Konfluenz) wurde zum Passagie-
ren oder vor dem Aussäen in Petrischalen bzw. Transwell-Einsätze zur Uptake- bzw. Flux-
messung zunächst das Medium abgesaugt, dann wurden sie 5 min mit 5 mL PBS-Puffer 
behandelt und nach Absaugen des PBS-Puffers 2 min mit 3 mL Trypsin/PBS inkubiert. Die 
Ablösung der Zellen wurde unter dem Mikroskop verfolgt. Waren 60–70% der Zellen 
abgelöst, wurde die überstehende Trypsin/PBS-Lösung abgesaugt, die Zellen wurden durch 
Klopfen vom Untergrund abgelöst und in 10 mL frischem Medium suspendiert. Nach Mes-
sung der Zellzahl wurden 3–5 mL abgenommen und in eine neue Zellkulturflasche überführt. 
Es wurde mit frischem Medium auf 12 mL ergänzt. Der erste Medienwechsel in den Subkul-
turen erfolgte nach 24 h, um eventuelle Reste von Trypsin/PBS zu entfernen, danach alle 
2 Tage, bis die Kulturen wieder subkonfluent waren. Die Caco-2-Zellen wurden zwischen den 
Passagen 10–100 für Uptake- und Transportmessungen verwendet.  
3.7.1.3 Kultivierung von OK-Zellen 
Kultivierte epitheliale Nierenzellen des Opossums (opossum kidney, OK) wurden von Prof. 
Hannelore Daniel (TU München) bezogen und in Zellkulturflaschen (75 cm2, 250 mL) in 
einem begasten Brutschrank (37 °C, 5% CO2, Wasserdampfsättigung) kultiviert. Als Kultur-
medium wurde DMEM/F12 eingesetzt. Das Passagieren sowie die Herstellung von Subkultu-
ren wurde wie bei den Caco-2-Zellen durchgeführt. Die OK-Zellen wurden zwischen den 
Passagen 38–100 für Uptake- und Transportmessungen verwendet. 
3.7.2 Bestimmung von Substrataffinitäten 
Zur Vorbereitung auf die Messung der Substrataffinität (Bretschneider et al., 1999; Grunwald 
et al., 2006; Knütter et al., 2008) wurden Caco-2-Zellen nach Trypsinierung in Petrischalen 
(d = 35 mm) kultiviert. Am Tag 0 wurden 0,8 × 106 Zellen ausgesät und wie oben angegeben 
weiter mit MEM kultiviert. Mit OK-Zellen wurde unter Verwendung des Kulturmediums 
DMEM/F12 genauso verfahren. Die Konfluenz der Zellen war jeweils nach 24 h erreicht. Das 
Kompetitionsexperiment wurde am siebten Tag nach der Aussaat durchgeführt. Für jede 
Substanz wurden 2 Petrischalen für den Versuch vorbereitet, die Messung des Blindwertes 
ohne Zugabe einer Testsubstanz erfolgte ebenfalls in Doppelbestimmung. Die Messung wurde 
mit neuen Zellen an einem anderen Tag unter den gleichen Bedingungen wiederholt. Statt der 
Zellzahl wurde in einer separaten Petrischale der Proteingehalt bestimmt, der zur Zellzahl 
proportional ist. Die Versuche wurden bei Raumtemperatur unter nicht-sterilen Bedingungen 
durchgeführt. Als Substrat für Transportstudien an PEPT1 diente [Glycin-1-14C]Glycyl-
sarcosin ([14C]Gly-Sar), als Substrat für den/die Lysintransporter L-[4,5-³H]Lysin ([3H]Lysin) 
in den in Tabelle 3-38 angegebenen Konzentrationen.  
Vor Beginn des Versuches wurden Stammlösungen der Testsubstanzen in Uptake-Puffer 
hergestellt, deren pH-Wert gegebenenfalls durch Zugabe von TRIS wieder auf 6,0 korrigiert 
wurde. Die Stammlösung wurde mit Uptake-Puffer verdünnt, so dass sich die in Tabelle 3-38 
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angegebenen Konzentrationen einstellten. Zu 1 mL der Lösungen wurde 1 µL der Lösung des 
radioaktiven Tracers (10 mM [14C]Gly-Sar oder 2 µM [3H]Lys) gegeben. In einem orientie-
renden Vorversuch („Uptake-Messung“) wurden stets 10 mM der Testsubstanzen eingesetzt 
und lediglich die prozentuale Hemmung der Aufnahme des radioaktiven Substrates berechnet. 
Daraus ließ sich der IC50-Wert abschätzen, für dessen Bestimmung in einem analogen 
Versuch aufsteigende Konzentrationen der Testsubstanzen gewählt wurden. 
Tabelle 3-38: Konzentrationen bei Uptake-Messungen. 
Versuch Konzentrationen im Ansatz 
Inhibierung des Peptidtransportes, Blindwert 10 µM [14C]Gly-Sar 
Inhibierung des Peptidtransportes, Hauptwerte 10 µM [14C]Gly-Sar 
0,01-10 mM Testsubstanzen[1] 
Inhibierung des Lysintransportes, Blindwert 2 nM [3H]Lysin 
Inhibierung des Lysintransportes, Hauptwerte 2 nM [3H]Lysin 
0,01-10 mM Testsubstanzen[1] 
[1] Der IC50-Wert muss in dem untersuchten Konzentrationsbereich liegen. Die Konzentrationen der Testsub-
stanzen sollen logarithmisch äquidistant verteilt sein (z.B. 1,00 mM; 0,316 mM; 0,100 mM usw.). 
Am Beginn der Uptake-Messung wurde das Kulturmedium von den Zellen abgesaugt, und sie 
wurden zweimal mit 1 mL Uptake-Puffer gespült. Dann wurde 1 mL der Lösungen entspre-
chend Tabelle 3-38 zugegeben. Nach genau 5 min (bei [3H]Lys) bzw. 10 min (bei [14C]Gly-
Sar) Inkubation wurde die überstehende Lösung abgesaugt, und die Zellen wurden viermal 
mit kaltem Uptake-Puffer gespült. Damit sollten auch metabolische Aktivitäten der Zellen 
(z.B. Efflux) eingeschränkt werden. Anschließend wurden die Zellen durch Zugabe von 1 mL 
Lyse-Puffer aufgeschlossen und zur Flüssigszintillationsmessung vorbereitet. Als Bezugswert 
wurde die Aktivität des Tracers bestimmt. Dazu wurden 25 µL der mit dem radioaktiven 
Tracer versetzten Stammlösung (ohne Zellkontakt) ebenso zur Flüssigszintillationsmessung 
vorbereitet. 
Der nicht sättigbare Anteil der [14C]Gly-Sar-Aufnahme (Diffusion, Adhärenz) wurde be-
stimmt, indem der Uptake in Gegenwart von 50 mM nicht markiertem Gly-Sar gemessen 
wurde. Dieser Anteil entsprach 8,4% der Gesamtaufnahme ohne Inhibitor. Analog wurde der 
nicht sättigbare Anteil der L-[3H]Lysin-Aufnahme mit Uptake-Messungen in Gegenwart von 
20 mM nicht markiertem L-Lysin bei Caco-2-Zellen zu 21% und bei OK-Zellen zu 8% der 
Gesamtaufnahme bestimmt. Diese Werte wurden bei der Berechnung der Inhibitorkonstanten 
berücksichtigt. 
Berechnung der prozentualen Hemmung sowie der IC50- und Ki-Werte 
Aus den mittels Flüssigszintillation gemessenen Aktivitäten wird zunächst die Aufnahmerate 
des radioaktiven Tracers berechnet und auf die Proteinmenge in den Petrischalen bezogen. 
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vTr … Aufnahmerate des Tracers (mol/mg Protein) bei 5 bzw. 10 min Versuchsdauer 
AZ … Aktivität der lysierten Zellen nach Versuchsende (dpm) 
ATr … Aktivität der Stoffmenge des zu den Zellen gegebenen Tracers, ohne Zellkontakt 
(dpm) 
cTr … Konzentration des radioaktiven Tracers nach Tabelle 3-38 (mol/L) 
2,5 · 10-5 … zugegebenes Volumen an Tracerlösung (L) 
mP … Masse des Proteins in den Petri-Schalen (mg) 
 
Zur Berechnung der prozentualen Hemmung wird die Aufnahmerate des Tracers in Abwesen-
heit von Testsubstanzen gleich 100% gesetzt. Die Aufnahmeraten in Anwesenheit der 
Testsubstanzen werden dann darauf bezogen. Die zur Hemmung von 50% der carriervermit-
telten Aufnahme der jeweiligen Tracer nötige Konzentration der Liganden (IC50-Wert) wurde 
durch nicht-lineare Regression unter Zugrundelegung der logistischen Funktion für eine 
asymmetrische sigmoidale Kurve berechnet (allosterische Hill-Kinetik, Programm SigmaPlot, 
Systat, Erkrath). Die Angabe der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert ± SE aus 4 (2 × 2) Kurven-
anpassungen. 
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Ymin … prozentuale Aufnahmerate bei vollständiger Hemmung (nicht sättigbarer Anteil) 
Ymax … prozentuale Aufnahmerate in Abwesenheit von Testsubstanzen (= 100%) 
P … Hill-Koeffizient 
 
Es wird davon ausgegangen, dass die Substanzen, die in diesem Versuch die Aufnahme der 
radioaktiven Tracer inhibieren, auch tatsächlich Substrate der entsprechenden Transporter 
sind. Dann können nach Cheng und Prusoff (1973) die IC50-Werte in Inhibitorkonstanten (Ki-
Werte) umgerechnet werden. 
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cTr … Konzentration des radioaktiven Tracers nach Tabelle 3-38 (mol/L) 
Kt … Michaelis-Konstante der Aufnahme von Gly-Sar (0,9 ± 0,1 mM) bzw. L-Lysin (0,09 ± 
0,01 mM) 
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert ± SE aus 4 (2 × 2) Kurvenanpassungen. 
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3.7.3 Messung des transepithelialen Transportes 
Zur Messung des transepithelialen Transportes wurden Caco-2-Zellen auf permeablen 
Transwell®-Zellkultureinsätzen (d = 24 mm, Porengröße 3 µm) in Transwell-Kammern 
kultiviert (Bretschneider et al., 1999; Metzner et al., 2004; Grunwald et al., 2006). Die 
Kammern wurden zunächst ohne Zellen 15 min mit 2,6 mL Medium im unteren (basolatera-
len) Kompartiment und 1,5 mL Medium im oberen (apikalen) Kompartiment im Brutschrank 
vorinkubiert. Nach Entfernung des Mediums auf der apikalen Seite wurden pro Filter 
0,2 × 106 Zellen in 1,5 mL Medium zugegeben. Die Zellen wurden weiter kultiviert (vgl. Kap. 
3.7.1.2), bis zwischen dem 21. und 23. Tag die Messung der Fluxe durchgeführt wurde. Die 
OK-Zellen konnten mit ihrem entsprechenden Medium analog kultiviert werden (vgl. Kap. 
3.7.1.3), es mussten jedoch Filter mit kleinerer Porengröße verwendet werden (0,4 µm). Pro 
Filter wurden 0,4 × 106 OK-Zellen ausgesät. 
Vor Beginn des eigentlichen Versuches wurde der Widerstand über der mit Zellen bewachse-
nen Membran gemessen (transepithelial electrical resistance, TEER). Der TEER-Wert der 
zellfreien Filter liegt bei 90 Ω×cm2. Bei den hier durchgeführten Experimenten lag der TEER-
Wert im Mittel bei 582 ± 12 Ω×cm2. Anschließend wurden die Wells einer leeren 6-Well-
Kammer zweimal mit temperiertem Akzeptor-Puffer, pH 7,5 gespült. Dann wurden 2,6 mL 
Akzeptorpuffer hineingegeben. Von den in der Anzuchtkammer kultivierten Zellen wurde das 
Medium aus dem Donorkompartiment entfernt, und die mit den Zellen bewachsenen Einsätze 
wurden in die neue Kammer umgesetzt. Die apikalen und basolateralen Kompartimente 
wurden noch zweimal mit 1,5 bzw. 2,6 mL Akzeptorpuffer gespült. Nun wurde aus beiden 
Kompartimenten der Puffer wieder abgesaugt. In das basolaterale Kompartiment wurden 
2,6 mL Akzeptorpuffer eingefüllt, in das apikale 1,5 mL der Lösung der Testsubstanz in 
Uptake-Puffer mit der in Tabelle 3-39 angegebenen Konzentration. 
Tabelle 3-39: Zur Messung des transepithelialen Transportes eingesetzte Konzentrationen. 
Test- oder Vergleichssubstanz Konzentration im Ansatz 
Maillard-Produkte und Crosslink-Aminosäuren 1 mM[1] 
[14C]Mannitol 10 µM 
[14C]Gly-Sar 10 µM 
L-[3H]Lysin 2 nM 
[1] Nach dem Lösen musste der pH-Wert ggf. durch Zugabe von MES oder TRIS auf 6,0 korrigiert werden. 
Die Transwellkammern wurden bei 37 °C für insgesamt 2 h auf einem Mikrotiterplatten-
schüttler inkubiert. Nach den in Tabelle 3-40 angegebenen Zeiten wurden aus den Komparti-
menten Proben entnommen, tiefgefroren und die Volumina in der Transwellkammer ggf. 
durch Testsubstanzlösung bzw. Akzeptorpuffer ersetzt. Nach dem Absaugen der Lösungen 
bei Versuchsende wurden die Kompartimente zweimal mit eiskaltem Akzeptorpuffer gespült. 
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Anschließend wurden die Filtermembranen mit den anhaftenden Zellen aus den Einsätzen 
herausgeschnitten, in ein Eppendorf-Tube (1,5 mL) überführt und mit 1 mL 10% Trichlores-
sigsäure (w/v) versetzt. Zum vollständigen Aufschließen der Zellen wurde diese Lösung 3 × 
eingefroren und wieder aufgetaut. Vor dem Verdünnen wurde sie zentrifugiert (10 min, 4 °C, 
10000 U/min). 
Tabelle 3-40: Probennahme bei der Fluxmessung. 
Probe t [min] Kompartiment Volumen [µL] Ergänzung des Volumens in 
Transwell-Kammer 
D0 0 apikal 100 100 µL Substanzlösung[1] 
A10 10 basolateral 200 200 µL Akzeptorpuffer[1] 
A30 30 basolateral 200 200 µL Akzeptorpuffer[1] 
A60 60 basolateral 200 200 µL Akzeptorpuffer[1] 
A120 120 basolateral 200 – 
D120 120 apikal 100 – 
M120 120 Membran gesamte 
Membran 
– 
[1] Die Lösungen müssen auf 37 °C temperiert sein. 
Aufarbeitung der Proben zur chromatographischen Analytik 
Zunächst wurde nur ein Teil der Proben (D0, D120, A120, M120) in Einfachbestimmung 
entsprechend Tabelle 3-41 zur Analyse vorbereitet, um geeignete Verdünnungen abzuschät-
zen.  
Tabelle 3-41: Aufarbeitung von Proben aus Fluxmessungen. 
Probe Aufarbeitung 
D0, D120 Verdünnung 1:10 bis 1:50, Zentrifugation (10 min, 10000 U/min) 
A10, A30, A60, A120 unverdünnt bis zu Verdünnung 1:4, Zentrifugation (10 min, 10000 U/min) 
M120 Zentrifugation, Verdünnung 1:2 bis 1:10, Membranfiltration 
Uptake-Puffer in gleicher Verdünnung wie D-Proben 
Akzeptor-Puffer in gleicher Verdünnung wie A-Proben 
 
Die Proben wurden entweder in ASA-Probenpuffer oder in den HPLC-Fließmitteln A 
verdünnt (vgl. Kap. 3.2.2). Anschließend wurden mindestens die Proben D0, D120, A120 und 
M120 in Dreifachbestimmung vermessen, gegebenenfalls auch die Proben A10, A30 und 
A60, sofern sich bei den A120-Proben zeigte, dass eine Testsubstanz transportiert wird. 
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Die Proben, die bei den Fluxmessungen genommen wurden, wurden mit verschiedenen 
Messsystemen analysiert: HPLC, Heptansulfonsäure-Acetonitril-System (Pyrralin 33 und 
Maltosin 35, frei und peptidgebunden); HPLC, Heptafluorbuttersäure-Methanol-System 
(freies und peptidgebundenes Formylin 34); HPLC, Ammoniumformiat-Heptafluorbutter-
säure-Methanol-System (freies und peptidgebundenes Argpyrimidin 40, Pentosidin 47); ASA, 
System Na-1 (Ala-FL 1a, FL-Ala 1b, Ala-LAL 61a, LAL-Ala 61b); ASA, System Li-1 (freies 
und peptidgebundenes CML 8 und CEL 30); ASA, System Li-2 (π-HAL-Ala π-62b); ASA, 
System Li-3 (alle restlichen Messungen).  
Berechnung der zellulären Aufnahme und des Fluxes 
Aus den Konzentrationen in den jeweiligen Kompartimenten werden zunächst die absoluten 
Stoffmengen berechnet. Die „zelluläre Aufnahme“ einer Substanz entspricht ihrem prozentua-
len Anteil in der M120-Probe bezogen auf die D0-Probe. Da aus den Akzeptorproben auch 
während des Versuches Proben entnommen werden, die z.T. Analyten enthalten, werden die 
in den Proben A30, A60 und A120 gemessenen Stoffmengen nach folgender Formel korri-
giert: 
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Die korrigierten Stoffmengen werden anschließend auf die Stoffmenge in der D0-Probe 
bezogen und über der Entnahmezeit aufgetragen. Nach linearer Regression wird aus der 
Geradensteigung m und dem Achsenabschnitt b der Flux folgendermaßen berechnet: 
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4,67 cm2 … Fläche der Transwell-Kammer (proportional zur Zellzahl) 
 
Die Angabe der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert ± SE aus 3 Transportmessungen. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Synthese modifizierter Aminosäuren und Peptide 
4.1.1 Auswahl der Substrate 
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion von freien und peptidgebundenen 
Maillard-Produkten und Crosslink-Aminosäuren mit intestinalen und renalen Transportsyste-
men zu charakterisieren. Dabei sollte ein möglichst breites Spektrum an Maillard-Produkten 
abgedeckt werden, vor allem die quantitativ bedeutsamen AP (Fructoselysin 1, Tagatosely-
sin 81, Lactuloselysin 82) und die in Lebensmitteln, aber auch unter physiologischen Bedin-
gungen dominierenden Glykierungsprodukte CML 8, CEL 30, Pyrralin 33 und MG-H1 37, 
daneben Formylin 34, Maltosin 35, Argpyrimidin 40 und Pentosidin 47. Aus der Gruppe der 
Crosslink-Aminosäuren wurden LAL 61, HAL 62 und Lys(γ-Glu) 53 gewählt.  
Die Inhibierungs- und Transportexperimente sollten mit den freien modifizierten Aminosäu-
ren durchgeführt werden und mit Dipeptiden, die die modifizierte Aminosäure einmal am N- 
und einmal am C-Terminus tragen, weil auch die Sequenz von Peptiden entscheidend für ihre 
Inhibitor- und Transporteigenschaften sein kann (Knütter et al., 2004). Da der größte Teil der 
modifizierten Aminosäuren sowie sämtliche möglichen Dipeptide kommerziell nicht erhält-
lich sind, war es nötig, 20–200 mg der Testsubstanzen zu synthetisieren. Zur Synthese der 
Aminosäuren konnte dabei meist auf etablierte Literaturmethoden zurückgegriffen werden, 
die gelegentlich vereinfacht und hinsichtlich der Ausbeute und Reinheit optimiert werden 
konnten. In diesem Kapitel soll nur auf einzelne wesentliche Synthesefortschritte näher 
eingegangen werden. 
Als „Partner“ der modifizierten Maillard- und Crosslink-Aminosäuren in Dipeptiden wurde 
Alanin gewählt, da (i) es in Lebensmittelproteinen eine bedeutende Aminosäure ist, (ii) 
erwartet wurde, dass sich Alanin-Peptide aus Syntheseansätzen leichter isolieren lassen als 
z.B. Peptide mit zusätzlichen sauren oder basischen Aminosäuren und (iii) in der Literatur 
Vergleichswerte zum Einfluss von Aminosäureseitenketten auf Inhibitions- und Transport-
eigenschaften vorlagen, die ebenfalls an Alanin-Peptiden durchgeführt wurden (Knütter et al., 
2004).  
Bei allen Peptiden wurde zunächst versucht, die zur Synthese der Aminosäuren verwendeten 
Methoden direkt auf bereits synthetisierte Peptide als Edukte zu übertragen. Um die Anzahl 
der Nebenprodukte gering zu halten, wurden Peptide verwendet, die N-terminal mit der 
relativ labilen Boc-Gruppe geschützt waren. Erst wenn dies nicht gelang, sollten die modifi-
zierten Aminosäuren als „building blocks“ mit entsprechend herauszuarbeitenden Aktivie-
rungs- und Kupplungsmethoden verwendet werden.  
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In Vorversuchen konnte zudem gezeigt werden, dass die Peptidbindung der Peptide Ala-Lys 
und Lys-Ala in Anwesenheit eines stark sauren Kationenaustauschers vollkommen stabil ist, 
was es erlaubte, auch sämtliche Dipeptide mit semipräparativer IEC zu reinigen. Auch 
gängige Methoden zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und Entsalzung von Syntheseansät-
zen, die z.T. Inkubationen in Gegenwart von bis zu 4 N HCl über mehrere Stunden beinhalte-
ten, führten nicht zum Bruch der Peptidbindung.  
4.1.2 Synthese von Amadori-Produkten 
Grunwald (2003) hat bereits Inhibitions- und Transportstudien mit Fructoselysin 1 bzw. 
Hippurylfructoselysin durchgeführt und postuliert, dass möglicherweise die Struktur des 
Zuckerrestes für Interaktionen mit Transportproteinen entscheidend ist. Daher wurden in 
dieser Arbeit zusätzlich zum Fructoselysin die ebenfalls lebensmittelrelevanten AP Tagatose-
lysin 81 und Lactuloselysin 82 sowie Ribuloselysin 83 synthetisiert. Die Synthesen erfolgten 
auf dem „Maillard-Weg“, d.h. durch Inkubation von Boc-Lysin mit reduzierenden Zuckern in 
Lösung bzw. in trockenem Zustand (Reutter und Eichner, 1989; Krause et al., 2003), da diese 
Methode für ε-Lysinderivate praktisch universell einsetzbar ist. Die organisch-chemischen 
Methoden (Yaylayan und Huyghues-Despointes, 1994) verwenden geschützte und aktivierte 
Kohlenhydrate — so hätten jeweils geeignete Schützungs- und Aktivierungsoperationen 
entwickelt werden müssen, was einen zur Erlangung der primären Ziele dieser Arbeit unver-
tretbaren Aufwand bedeutet hätte. 
Synthese des Lactuloselysins 82 
Bei der Synthese des Fructoselysins 1 nach Krause et al. (2003) werden Amin und Zucker 
zunächst in einem geeigneten Lösungsmittel bei erhöhter Temperatur praktisch wasserfrei 
inkubiert. Nach Entfernung des Lösungsmittels wird die Boc-Schutzgruppe unter Verwen-
dung eines stark sauren Kationenaustauschers abgespalten; dabei können die Reaktionsansät-
ze gleichzeitig von überschüssigem Zucker befreit werden. Die an den Austauscher gebunde-
nen Produkte (z.B. Fructoselysin 1 und Lysin) werden nach 16 h Inkubation mit 2 N Ammo-
niak eluiert (vgl. Kap. 3.3.1.2). Dieser Schritt ließ sich nicht ohne weiteres vom Fructosely-
sin 1 auf Lactuloselysin 82 übertragen, da 82 mit 2 N Ammoniak nicht eluiert werden konnte. 
Die Verwendung von 2 N Pyridinium-Acetatpuffer (pH 6,0) ermöglichte an dieser Stelle 
einerseits die Elution des Produktes, andererseits lassen sich so auch weitere AP reinigen, die 
bei dem hohen pH-Wert von 2 N Ammoniak nicht stabil sind (z.B. Ribuloselysin 83).  
Bei der abschließenden Reinigung des Lactuloselysins 82 durch semipräparative IEC (vgl. 
Kap. 3.4.2.1) waren im Chromatogramm zwei Banden identifizierbar, die mit Ninhydrin und 
TTC anfärbten (Abbildung 4-1), bei denen es sich also jeweils um AP handeln sollte. Nur die 
TTC-positiven Fraktionen der jeweiligen Bande wurden vereinigt und kristallisiert. Durch MS 
und ASA wurde in der zweiten Bande N-ε-Fructoselysin 1 identifiziert.  
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Abbildung 4-1: Semipräparative IEC des Lactuloselysins 82.  
Reaktivität der Fraktionen gegenüber Ninhydrin- (─) bzw. TTC-Reagenz (─) im Tüpfeltest entspre-
chend Kap. 3.2.6 und ESI-Massenspektren (Kap. 3.2.7) der aufgearbeiteten Fraktionen. Zur Synthese 
vgl. Kap. 3.4.2.1. 
Das so erhaltene Lactuloselysin 82 war frei von Fructoselysin 1 und anderen Verunreinigun-
gen. Die Zuordnung konnte durch Vergleich der NMR-Daten (vgl. Kap. 3.4.2.1) mit Litera-
turdaten bestätigt werden (Olano et al., 1992; Krause et al., 2003). Mit dieser Methode 
konnte Lactuloselysin 82 ausgehend von Boc-Lysin in einer Ausbeute von 35,3% synthetisiert 
werden. Mit der gleichen Isolierungsmethode konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals auch 
Ribuloselysin 83 als Reinsubstanz synthetisiert und charakterisiert werden.  
4.1.3 Synthese von freiem und peptidgebundenem Argpyrimidin 
Bei der Inkubation von Arginin mit MGO 28 entsteht durch die Reaktion zweier Moleküle 28 
neben MG-H1 37 stets Argpyrimidin 40 in bis zu 10% molarer Ausbeute. Versuche, die 
Substanz durch semipräparative IEC unter Verwendung eines Kationenaustauschers in der 
Protonen- bzw. Natriumform zu isolieren, schlugen fehl; Argpyrimidin konnte von solchen 
Säulen unter Verwendung eines Protonengradienten bzw. eines kombinierten Natrium- und 
pH-Gradienten nicht eluiert werden. Es wird vermutet, dass Argpyrimidin unter diesen 
Bedingungen irreversibel an den Austauscher bindet. Da der direkte Precursor des Argpyri-
midins — 3-Hydroxy-2,4-pentandion 89 — nicht stabil ist, wurde versucht, ihn in situ zu 
erzeugen. Bereits Shipanova et al. (1997) synthetisierten Argpyrimidin in 12 N HCl unter 
Verwendung des zuvor synthetisierten Enolethers 2,4-Diethoxy-3-hydroxypenta-1,4-dien 90, 
aus dem 89 in situ gebildet wird (Abbildung 4-2).  
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Abbildung 4-2: Synthese von Argpyrimidin 40 aus verschiedenen Precursoren. 
(i) 12 N HCl, 3 h, RT, Shipanova et al., 1997. (ii) 12 N HCl, 3 h, RT. (iii) DMSO, NaOAc, 3 h, RT, 
Valgimigli et al., 2003, Kap. 3.4.3.2. (iv) 12 N HCl, 24 h, RT, Kap. 3.4.3.2 (v) Reaktion mit Arginin in 
situ.  
Die besondere Reaktivität von α,γ-Dicarbonylverbindungen im Sauren, die auf eine Erhöhung 
der Carbonylaktivität durch Protonierung des Carbonylsauerstoffs zurückgeführt werden 
kann, wurden schon von King (1966) bei der Synthese von Pyrimidinderivaten ausgenutzt. In 
dieser Arbeit wurde zunächst ein kommerziell erhältliches Derivat von 89, das 3-Chlor-2,4-
pentandion 91, in 12 N HCl mit Arginin umgesetzt, wobei sich jedoch kein Argpyrimidin 
bildete. Valgimigli et al. (2003) beschrieben eine einfache Umsetzung von 91 zu 3-Acetoxy-
2,4-pentandion 87, einer Verbindung, deren Esterbindung labil genug sein sollte, um in 12 N 
HCl zu 89 abgebaut zu werden. Der Ester 87 wurde nach Valgimigli et al. (2003) in einer 
molaren Ausbeute von 57,3% erhalten und unmittelbar nach der Synthese mittels NMR 
untersucht (Kap. 3.4.3.2). Dabei wurden die bei Valgimigli et al. (2003) beschriebenen 
Protonensignale gefunden. An einem weit ins tiefe Feld verschobenen Signal 
(δH = 14,40 ppm) zeigte sich darüber hinaus, dass der Ester 87 zu 33,4% in der Enolform 
vorliegt (Abbildung 3-9). 
Der Ester 87 musste sofort nach der Isolierung in 12 N HCl mit Arginin zur Reaktion ge-
bracht werden, da sich ansonsten verstärkt Nebenprodukte bildeten (vgl. 4.1.4.1). Die Synthe-
se des Argpyrimidins 40 aus 87 wurde im Verlauf der hier durchgeführten Arbeiten auch von 
Sreejayan et al. (2008) beschrieben. Wie dort wurde auch in dieser Arbeit der Ester 87 in 
mehreren Portionen zugegeben. Nach der Synthese wurde der Syntheseansatz per FC an 
Kieselgel vorgereinigt (Shipanova et al., 1997), wobei jedoch Arginin und andere Nebenpro-
dukte nicht abgetrennt werden konnten; daher ist dieser Schritt möglicherweise überflüssig. 
Durch die abschließende Reinigung mittels semipräparativer IEC unter Verwendung einer 
Säule in Pyridiniumform (Kap. 3.4.3.2) wurde Argpyrimidin 40 frei von Nebenprodukten in 
einer molaren Ausbeute von etwa 30% erhalten, was etwas niedriger ist als nach Isolierung 
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durch semipräparative HPLC (Shipanova et al., 1997) oder präparative DC (Sreejayan et al., 
2008). 
4.1.4 Synthese freier und peptidgebundener Hydroimidazolone 
4.1.4.1 Synthese von MG-H1 
MG-H1 37 wurde zunächst durch Inkubation von Boc-Arginin mit Methylglyoxal 28 (pH 7,4; 
80 °C) hergestellt und durch IEC unter Verwendung eines Austauschers in der Na+-Form 
gereinigt (Henle et al., 1994b). Dabei zeigte sich im NMR-Spektrum des Produktes wieder-
holt ein symmetrisches Multiplett bei 3,38–3,58 ppm (Abbildung 4-3), das dem bei Ahmed et 
al. (2002) zuerst beschriebenen MG-H2 38 zugeordnet werden konnte. Durch Vergleich der 
Flächen unter den Signalen konnte der Anteil des MG-H2 38 beispielsweise im Präparat (a) in 
Abbildung 4-3 zu ca. 10–15% bestimmt werden. 
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Abbildung 4-3: Details der 1H-NMR-Spektren verschiedener Präparate des MG-H1 37. 
(a) Synthese nach Henle et al. (1994b). (b) Nebenprodukt der Argpyrimidin-Synthese. (c) Produkt der 
Synthese in 12 N HCl.  
Daher wurden Säulendimensionen und Pufferart sowie -konzentration variiert, was jedoch 
nicht zur Trennung der offenbar bei der IEC coeluierenden Verbindungen führte. Erst die 
Erkenntnis, dass eine Substanz mit der Masse des MG-H1 (m/z = 229,1) und den erwarteten 
NMR-Signalen bei der in Kap. 4.1.3 beschriebenen Synthese des Argpyrimidins 40 als 
Nebenprodukt auftritt, zeigte, dass die Bildung von MG-H1 37 auch unter stark sauren 
Bedingungen möglich ist. Daher sollte die Reaktion von Arginin mit Methylglyoxal 28 in 
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12 N HCl durchgeführt werden. Auf die Verwendung N-terminal geschützten Boc-Arginins 
wurde dabei verzichtet, da die Schutzgruppe unter diesen Bedingungen ohnehin nicht stabil 
ist. Da in der Literatur gelegentlich die Reinheit kommerziell erhältlicher MGO-Lösungen 
angezweifelt wird (Rae et al., 1990), wurde bei dieser Inkubation MGO 28 in situ aus dem 
säurelabilen Dimethylacetal 92 (Abbildung 4-4) erzeugt. Arginin und das Acetal 92 wurden 
äquimolar in einer Konzentration von 50 mM eingesetzt. Eine Synthese mit paralleler 
Probennahme und Analyse der Produkte mit Aminosäureanalyse (vgl. Kap. 3.2.4.3) zeigte, 
dass nach 8 h etwa 80% des Arginins zu MG-H1 37 umgesetzt sind.  
Mit der hier beschriebenen Methode gelang es, hoch reines MG-H1 37 in Ausbeuten von über 
40% darzustellen, die höher liegen als bei der Synthese durch Inkubation von Acetylarginin 
mit MGO in Phosphatpuffer (Henle et al., 1994b, 15,6%) und wesentlich höher als bei der 5-
stufigen organisch-chemischen Methode nach Ahmed et al. (2002), bei der angelehnt an Toi et 
al. (1967) zunächst der Hydroimidazolonring aufgebaut wird (Abbildung 4-4). Offenbar wird, 
ähnlich wie bei der Synthese des Argpyrimidins 40, die Carbonylreaktivität des Methyl-
glyoxals 28 in Gegenwart von 12 N HCl wesentlich stärker erhöht als die Reaktivität des 
Arginins durch Protonierung gesenkt wird. Hieraus lässt sich folgern, dass durch Inkubation 
im stark Sauren auch Hydroimidazolone anderer Dicarbonylverbindungen (z.B. G-H1 44 aus 
Glyoxal 27) zugänglich sind.  
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Abbildung 4-4: Vergleich der Synthese von MG-H1 37 nach Ahmed et al. (2002) mit dem hier 
entwickelten Verfahren.  
(i) NH4NCS, Ac2O, AcOH, 45 min, 100 °C, 17%. (ii) 10% HCl, 45 min, 100 °C, 75%. (iii) CH3I, 
K2CO3, MeCN, 4 h, RT, 86%. (iv, v) Boc-Orn, NaOMe, MeOH, 6 h, 70 °C, dann TFA, 15 min, RT, 
4%. (vi) 12 N HCl, 8 h, RT, 41,5%. 
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Die hier entwickelte Methode konnte auch zur Synthese der Peptide Ala-(MG-H1) 37a und 
(MG-H1)-Ala 37b aus den nicht geschützten Peptiden Ala-Arg 79a und Arg-Ala 79b ver-
wendet werden. Die Inkubationszeit wurde jedoch von 8 h auf 4 h gesenkt, um eine Hydrolyse 
der Peptidbindung möglichst auszuschließen. Bei Einsatz der Peptide und des Precursors in 
einer Konzentration von 25 mM konnten die MG-H1-Peptide mittels semipräparativer Ionen-
austauschchromatographie unter Verwendung eines Kationenaustauschers in der Pyridinium-
form in einer Ausbeute von etwa 30% isoliert werden. Beide Peptide enthielten kein freies 
MG-H1 37. 
Je nach Stellung der Doppelbindungen im Hydroimidazolonring lassen sich zwei tautomere 
Formen in der NMR unterscheiden. Die Anteile der tautomeren Formen lagen beim Pep-
tid 37a im gleichen Verhältnis wie bei der freien Aminosäure MG-H1 37 (Abbildung 4-5). 
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Abbildung 4-5: 1H-NMR-Signale der hydroimidazolischen Protonen verschiedener Hydroimidazolone 
zur Zuordnung der tautomeren Formen. 
Synthesen vgl. Kap. 3.4.3.1. 
4.1.4.2 Synthese und Isolierung von PIO 42 
Optimierung der Synthese 
PIO 42 wurde von Mavric et al. (2004) erstmals beschrieben und zunächst aus Boc-Arginin-
Lactose-Inkubationsansätzen durch FC isoliert. Mavric und Henle (2006) gelang es, die für 
den Disaccharidabbau spezifische α,β-Dicarbonylverbindung 3,4-Didesoxypentoson 25 als 
direkten Precursor für PIO 42 zu identifizieren und ausgehend von käuflichem 2,3,3-
Trichlortetrahydropyran eine vereinfachte Synthese für 3,4-DDPs 25 zu entwickeln. In dieser 
Arbeit wurde versucht, die Isolierung der sehr instabilen Verbindung 25 zu umgehen, indem 
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sie in situ erzeugt und direkt mit Arginin umgesetzt wird. Dazu wurden 2,3,3-
Trichlortetrahydropyran und Boc-Arginin unter den Bedingungen zur Reaktion gebracht, die 
auch schon von Mavric und Henle (2006) für die Synthese von 3,4-DDPs 25 aus 2,3,3-
Trichlortetrahydropyran verwendet wurden (pH 11, 80 °C, 8 h). Dass sich während dieser 
Reaktion tatsächlich 3,4-DDPs 25 bildet, konnte durch RP-HPLC-Analyse eines entsprechen-
den Inkubationsansatzes nach Derivatisierung mit o-Phenylendiamin entsprechend den bei 
Mavric (2006) angegebenen Bedingungen bestätigt werden. Nach Aufarbeitung des Reakti-
onsansatzes wurden durch semipräparative IEC unter Verwendung eines Na+-Systems bei 
sequentieller Elution mit 0,2 N Natrium-Citratpuffern (pH 4,50 und pH 4,95) drei mit 
Ninhydrin anfärbende Banden isoliert. Alle drei Banden wurden entsalzt und die gefrierge-
trockneten Hydrochloride mittels Aminosäureanalyse, ESI-MS und NMR charakterisiert 
(Tabelle 4-1). 
Tabelle 4-1: Eigenschaften der bei der Fraktionierung des PIO-Syntheseansatzes eluierten Produkte. 
Bande Rohauswaage[1] Aminosäureanalyse[2] ESI-MS 
PIO-1 49,1 mg (7,6%) 1 Peak, tR = 42,0 min m/z = 389,2 
PIO-2 7,0 mg (1,4%) 2 Peaks, tR = 52,0 min 
und 54,3 min 
m/z = 271,1 
PIO-3 66,6 mg (12,2%) 1 Peak, tR = 52,5 min m/z = 273,1 
[1] Nach Entsalzung. Ausbeute bei PIO-1 und PIO-2 berechnet unter der Annahme, dass Dihydrochloride 
vorliegen, Ausbeuteberechnung PIO-3 vgl. Kap. 3.4.3.1. [2] Aminosäureanalyse mit dem System Li-3, vgl. Kap. 
3.2.4.3. 
Bei der Verbindung PIO-3 sollte es sich aufgrund der aus dem Masse/Ladungsverhältnis 
berechneten relativen monoisotopischen Molmasse von 272,1 um das Zielprodukt 42 handeln. 
Die Verbindung PIO-2 zeigte im Massenspektrum lediglich den Peak m/z = 271,1 und könnte 
somit ein Oxidationsprodukt des PIO 42 darstellen. Da die Aminosäureanalyse und NMR 
jedoch darauf hindeuteten, dass es sich um ein Substanzgemisch handelt, wurde die Verbin-
dung nicht weiter charakterisiert.  
Das Produkt PIO-3 (Tabelle 4-1) wurde mittels ein- und zweidimensionaler NMR untersucht. 
Diese Verbindung wurde durch Vergleich mit den bei Mavric et al. (2004) angegebenen 
Daten als das Zielprodukt PIO 42 identifiziert. Die NMR-Signale sind in Tabelle 4-2 zusam-
mengefasst. Dabei gelang es erstmals, auch die Anteile der beiden tautomeren Form zu 
bestimmen (Abbildung 4-5). Durch die Verlagerung der Doppelbindung ist am N-ω-Atom die 
Elektronendichte bereits erhöht, so dass durch N-ω weniger Elektronendichte vom C-2’ 
abgezogen werden kann. In der Folge sind sowohl die 13C- als auch die 1H-Signale bei der 
tautomeren Form 42-taut leicht ins hohe Feld verschoben (Tabelle 4-2). Durch den Vergleich 
der Flächen der Signale des H-2’ konnte der Anteil der tautomeren Form 42-taut zu 23% 
bestimmt werden. Der Anteil dieser Form liegt damit für PIO 42 im gleichen Bereich wie für 
MG-H1 37 (vgl. Kap. 3.4.3.1 und Henle et al., 1994b). 
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Tabelle 4-2: NMR-Signale des N-δ-[5-(3-hydroxypropyl)-4-oxoimidazolin-2-yl]-L-ornithins 42 (PIO).  
C-Atom δC [ppm]
[1]  δH [ppm]
[1]  
 42 42-taut 42 42-taut 
C1 172,1 (Ci) – 
C2 57,2 (CH) 3,95 (dt, 1H, J = 6,2 Hz, J = 1,8 Hz) 
C3 26,8 (CH2) 1,89 (m, 2H) 
C4 23,4 (CH2) A: 1,67 (m, 1H) B: 1,76 (m, 1H) 
C5 41,4 (CH2)  42,5 (CH2) 3,33 (t, 2H, J = 
6,9 Hz) 
3,30 (t, 2H, J = 
6,9 Hz) 
C6 156,1 (Ci)  157,2 (Ci) – 
C1’ 176,2 (Ci)  176,8 (Ci) – 
C2’ 59,4 (CH)  58,9 (CH) 4,38 (dd), 1H, J = 
5,3 Hz und 6,5 Hz 
4,33 (dd) J = 5,2 
Hz und 6,7 Hz 
C3’ 26,8 (CH2) A: 1,76 (m, 1H) B: 1,87 (m, 1H) 
C4’ 26,2 (CH2) 1,51 (m, 2H) 
C5’ 60,8 (CH2) 3,51 (m, 2H) 
[1] c = 16 mg/mL (60 µM) in D2O, Spektrometer Bruker Avance III (150,93 MHz; 500,16 MHz), zur Numme-
rierung der Signale vgl. Abbildung 4-6. 
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Abbildung 4-6: Strukturen des PIO 42 und des Dihydropyrimidins 93. 
Nummerierung der C-Atome zur Zuordnung der NMR-Signale. Signale des PIO 42, vgl. Tabelle 4-2. 
Signale des Dihydropyrimidins 93, vgl. Tabelle 4-3. Für 93 sind ausgewählte sichtbare (→) und nicht 
sichtbare (→) HMBC-Kopplungen gezeigt.  
Charakterisierung eines Nebenproduktes 
Die Verbindung PIO-1 fiel in relativ hoher Ausbeute an, so dass ihre Struktur mithilfe ein- 
und zweidimensionaler NMR-Experimente aufgeklärt wurde. Die Ergebnisse der 1H- und 13C-
NMR sind in Tabelle 4-3 aufgeführt. Die Struktur konnte als N-δ-[4-carboxy-4,6-bis(3-
hydroxypropyl)-5-hydroxy-4,5-dihydropyrimidin-2-yl]-ornithin 93 zugeordnet werden 
(Abbildung 4-6). Für diesen Strukturvorschlag sprechen insbesondere die in Abbildung 4-6 
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dargestellten sichtbaren und nicht sichtbaren HMBC-Kopplungen. Die Anwesenheit eines 
vergleichsweise weit ins tiefe Feld verschobenen Singuletts am C-5’ unterstützt die Zuord-
nung der Lage der zweiten Doppelbindung im Dihydropyrimidinring zwischen dem C-6’ und 
N-ω’ statt zwischen C-5’ und C-6’. Entsprechend sind auch die 1H-Signale der Protonen 7’, 8’ 
und 9’ weiter ins tiefe Feld verschoben als die Signale der Protonen 3’, 2’ und 1’. 
Tabelle 4-3: NMR-Signale des N-δ-[4-carboxy-4,6-bis(3-hydroxypropyl)-5-hydroxy-4,5-
dihydropyrimidin-2-yl]-ornithins 93. 
C-Atom δC [ppm] δH [ppm] 
C1 172,0 (Ci) – 
C2 52,7 (CH) 3,95 (dd, 1H, J = 5,7 Hz, J = 6,3 Hz) 
C3 26,9 (CH2) A: 1,86 (m, 1H) B: 1,95 (m, 1H) 
C4 23,9 (CH2) A: 1,61 (m, 1H) B: 1,68 (m, 1H) 
C5 40,2 (CH2) 3,22 (t, 2H, J = 6,8 Hz) 
C6 151,8 (Ci) – 
C1’ 61,3 (CH2) A: 3,49 (m, 1H) B: 3,55 (m, 1H) 
C2’ 25,3 (CH2) 1,56 (m, 2H) 
C3’ 32,0 (CH2) 1,83 (m, 2H) 
C4’ 62,7 (Ci) – 
C5’ 67,7 (CH) 4,07 (s, 1H) 
C6’ 91,1 (Ci) – 
C7’ 32,9 (CH2) 2,29 (m, 2H) 
C8’ 23,9 (CH2) 1,95 (m, 2H) 
C9’ 68,6 (CH2) A: 3,67 (m, 1H) B: 3,86 (m, 1H) 
C10’ 174,4 (Ci) – 
[1] c = 21,7 mg/mL Produkt in D2O, Spektrometer Bruker Avance III (150,93 MHz; 500,16 MHz). 
Der saure Charakter der Verbindung 93 spiegelt sich in ihrem Verhalten bei der IEC wider, da 
sie (i) bei der semipräparativen Isolierung zwar gebunden wird, aber mit einem vergleichs-
weise sauren Puffer (0,2 N Natrium-Citratpuffer, pH 4,50) eluiert und (ii) auch bei der 
analytischen IEC (Aminosäureanalyse) eine deutlich geringere Retentionszeit aufweist als 
andere Argininderivate, die an der Guanidinogruppe modifiziert sind, z.B. MG-H1 37 und 
Argpyrimidin 40. Die Struktur 93 besitzt die relative monoisotopische Molekülmasse 388,20, 
die auch aus den ESI-MS-Daten berechnet werden konnte (vgl. Tabelle 4-1). 
Zum Mechanismus der Bildung der Produkte 42 und 93. 
Für die Bildung von PIO 42 kann angenommen werden, dass sich, ähnlich wie bei anderen 
Hydroimidazolonen (Toi et al., 1967; Patthy und Smith, 1975), zunächst der Aminol 94 bildet 
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(Abbildung 4-7), aus dem Wasser eliminiert wird unter reversibler Bildung des Dihydroxyi-
midazolidins 95, das dann im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion (Lo et al., 
1994) zum PIO 42 dehydratisiert.  
Oya et al. (1999) isolierten ein vom MGO 28 abgeleitetes Tetrahydropyrimidin 41 (THP, vgl. 
Kap. 2.1.1.4) aus Acetylarginin/MGO-Inkuationsansätzen. Thornalley et al. (2003) beobach-
teten, dass sich die Verbindung 41 während der enzymatischen Proteinhydrolyse zu Arg-
pyrimidin 40 abbaut. Bei dem hier identifizierten Dihydropyrimidin 93 handelt es sich 
möglicherweise um ein Dehydratisierungsprodukt eines strukturanalogen Derivates des 
Tetrahydropyrimidins 41, so dass sich der von Oya et al. (1999) vorgeschlagene Mechanis-
mus auf die Reaktion mit 3,4-DDPs 25 übertragen lässt (Abbildung 4-7).  
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Abbildung 4-7: Vorgeschlagene Wege zur Bildung von PIO 42 und zur Bildung und Weiterreaktion 
des Nebenproduktes 93. 
Dabei bildet sich aus dem Aminol 94 zunächst das Imin 96, das mit der Verbindung 97 im 
tautomeren Gleichgewicht steht. An die Aminogruppe von 97 kann sich ein weiteres Molekül 
3,4-DDPs 25 anlagern unter Bildung des Aldehyds 98, der intramolekular zum Tetrahydropy-
rimidin 99 cyclisiert. Eine weitere Dehydratisierung führt zum vorgeschlagenen Produkt 93. 
Ob diese letzte Dehydratisierung bereits im Inkubationsansatz abläuft oder erst während der 
Isolierung, kann auf Basis der vorliegenden Ergebnisse nicht geklärt werden. Dass sich 93 
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unter den für die Synthese gewählten Bedingungen bildet, bedeutet jedoch, dass intermediär 
sehr viel mehr 3,4-DDPs 25 entstehen muss, als die Ausbeute des PIO 42 vermuten lässt. 
Damit ließe sich z.B. durch eine Verringerung der Konzentration des 2,3,3-
Trichlortetrahydropyrans im Reaktionsansatz die Ausbeute von PIO 42 steigern. 
Da sich aus dem THP 41 unter den Bedingungen der enzymatischen Hydrolyse Arg-
pyrimidin 40 bildet, ist es denkbar, dass auch 93 leicht decarboxylieren kann, wobei sich das 
— wahrscheinlich fluoreszierende — Pyrimidin 100 bildet, dessen Struktur der des Argpyri-
midins 40 analog ist (Abbildung 4-7). 3,4-DDPs 25 kann sich aus Lactose unter Bedingungen, 
wie sie bei der Lebensmittelverarbeitung ablaufen, leicht bilden (Mavric, 2006) — somit 
könnte ein Produkt wie 100 einen Beitrag leisten zur Aufklärung der in Lactose-Casein-
Modellsystemen oder erhitzten Milchprodukten auftretenden Fluoreszenz (Morales et al., 
1996; Siegl, 2003). In jedem Falle sollte es sich bei bei der Bildung substituierter Pyrimidine 
vom Typ 100 während der Reaktion von α,β-Dicarbonylverbindungen mindestens in Modell-
systemen um einen generellen Reaktionsweg handeln. 
4.1.5 Synthese von freiem und peptidgebundenem Maltosin 35 
Maltosin 35 wurde erstmals von Ledl et al. (1989) aus Acetyllysin und Isomaltol in einer 
Ausbeute von ca. 40% (vor Deacetylierung) synthetisiert. In Anlehnung an Dobbin et al. 
(1993) nutzte Seifert (2008) zum Aufbau des Pyridinonringes statt Isomaltol 22 das 3-
Benzyloxy-2-methyl-4(1H)pyranon (Benzylmaltol 85) als Precursor und erhielt Acetylmalto-
sin aus Acetyllysin in einer Ausbeute von 98%. Diese Reaktion, die bei pH 13 in einem 
Gemisch aus Ethanol und Wasser durchgeführt wird, war in dieser Arbeit auf die Nutzung 
von Boc-geschützten Peptiden als Edukten nicht übertragbar, da die Peptidbindung nicht 
stabil war. 
Es wurde daher zunächst die Synthese des freien Maltosins 35 probeweise bei pH 10,0 in 
Boratpuffer durchgeführt. Durch die Verwendung von Z-Lysin als Edukt konnte die Anzahl 
der Syntheseschritte verringert werden, da sich die Z- und Benzyletherschutzgruppen gleich-
zeitig durch Hydrierung abspalten ließen. Durch konsequente Verwendung reinster Chemika-
lien sowie von Reinstwasser gelang es, das Präparat eisenfrei zu halten. Eine Rotfärbung, die 
bei Einschleppung von Eisen auftritt (Seifert, 2008), wurde nicht beobachtet. Maltosin 35 
wurde in einer recht guten Ausbeute von 63,9% als leicht gelber Feststoff erhalten.  
Wurden die geschützten Peptide Boc-Ala-Lys und Boc-Lys-Ala als Edukte unter diesen 
optimierten Bedingungen zur Synthese eingesetzt, lagen die Ausbeuten modifizierter Peptide 
bei lediglich 5–10%, so dass die Synthese der Peptide schließlich mit nasschemischen 
Peptidsynthesemethoden optimiert wurde. Die Synthesen der Peptidderivate konnten nicht 
vom Z-Lysin ausgehend durchgeführt werden, da sich bei Z-Maltosinbenzylether die Z-
Schutzgruppe nicht abspalten lässt, ohne dass auch die Etherschutzgrupppe abgespalten wird. 
In Anlehnung an Seifert (2008) wurde daher aus Boc-Lysin 101 und Benzylmaltol 85 zu-
nächst das Boc-geschützte Derivat 102 synthetisiert und per FC isoliert (Abbildung 4-8). 
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Nach Bildung eines Succinimidyl-Aktivesters an der Carboxylgruppe von Boc-Mal(Bzl) 102 
wurde das Zwischenprodukt in situ mit Alanin-tert.-Butylester zum geschützten Peptid 103 
umgesetzt. Nach Abspaltung der Schutzgruppen konnte Mal-Ala 35b in einer Ausbeute von 
12,9% (über 5 Stufen) erhalten werden. 
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Abbildung 4-8: Synthese von Mal-Ala 35b und Maltosin-Benzylether 86. 
(i) Ethanol/Wasser 1/1, pH 13, 18 h, 80 °C. (ii) DIPEA, TSTU, DCM, 30 min, RT, dann Ala-OtBu, 
DIPEA, 30 min, RT. (iii) H2, 10% Pd/C, MeOH, 18 h, RT, dann 6 N HCl/THF 1/1, 60 min, RT.  
(iv) 10% HOAc, 4 h, 70 °C.  
Die orthogonalen Boc- und Etherschutzgruppen im Produkt 102 lassen sich getrennt vonein-
ander abspalten. Zur Synthese von Ala-Mal 35a wurde daher zunächst die Boc-Schutzgruppe 
abgespalten und der Benzylether 86 dann mit dem C-terminal als Succinimid-Ester aktivierten 
Alaninderivat Boc-Ala-OSu zunächst zum geschützten Peptid 104 gekuppelt. Ala-Mal 35a 
wurde nach Abspaltung der Schutzgruppen in einer Ausbeute von 6,2% (über 4 Stufen) 
erhalten. Die Ausbeute kann eventuell durch die Verwendung eines polareren Lösungsmittels 
in Schritt (i) der Synthese (Abbildung 4-9) verbessert werden, da sich Mal(Bzl) 86 relativ 
schlecht in DCM löste. 
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Abbildung 4-9: Synthese von Ala-Mal 35a. 
(i) Boc-Ala-OSu, DIPEA, DCM, 18 h, RT. (ii) H2, 10% Pd/C, MeOH, 18 h, RT, dann 6 N HCl/THF 
1/1, 60 min, RT.  
Die Zwischenprodukte 86 und 102 können ohne weiteres als „building blocks“ in aufwendige-
re Peptidsynthesen implementiert werden. Die Etherschutzgruppe verhindert dabei, dass es im 
Verlauf der Synthese zur Komplexierung von Metallen kommt.  
4.1.6 Synthese peptidgebundener Crosslink-Aminosäuren 
Wie die freien Aminosäuren sollten auch peptidgebundenes LAL 61 und HAL 62 zunächst 
unter Verwendung von Acetyl-Dehydroalanin-Benzylether als Elektrophil hergestellt werden. 
In Vorversuchen zu diesen Synthesen konnte Löbner (2009) jedoch zeigen, dass unter 
gängigen Bedingungen zur Abspaltung der Acetyl- und Methylester-Schutzgruppen die 
Peptidbindung nicht stabil ist. Daher wurde, der Vorschrift von Carlström und Frejd (1989) 
entsprechend, das DHA-Derivat Boc-DHA-OBzl 88 aus Boc-Ser-OBzl 105 synthetisiert 
(Abbildung 4-10).  
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Abbildung 4-10: Synthese von Boc-DHA-OBzl 88.  
Dabei bildet sich in situ der Methylsulfonsäureester 106, aus dem nach Abstraktion eines 
Protons am C-α des Serins Methylsulfonat abgespalten werden kann (β-Eliminierung). Als 
Lösungsmittel für Reaktionen mit 88 wurden Ethanol bzw. Mischungen aus Boratpuffer und 
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Ethanol verwendet, da Ethanol die Hydrolyse von DHA-Estern unterdrücken kann (Snow et 
al., 1975). 
Aus sterischen Gründen ist bei der Synthese von HAL 62 die Bildung des τ-Derivates 
bevorzugt. Beim freien HAL 62 lag das Verhältnis τ:π bei 6,4:1, was ähnlich ist wie in der 
Literatur angegeben (7:1, Henle et al., 1993). Bei den peptidgebundenen HAL-Derivaten lag 
das Verhältnis τ:π bei 3:1 bis 4:1. Anders als bei den freien Aminosäuren könnten für die 
Reaktion am N-π-Atom nachteilige intramolekulare Wechselwirkungen mit der Boc-Amino- 
oder der Carboxylgruppe geschwächt werden, wenn letztere im Peptidrückgrat auch mitein-
ander wechselwirken können. Die Identifizierung der einzelnen Formen erfolgte mittels NMR 
unter Zugrundelegung von Literaturdaten (Henle et al., 1993), wobei in τ-HAL-Derivaten das 
Signal der Protonen am C-3’ (vgl. Abbildung 3-12) vom Signal des HDO verdeckt wird. 
Aufgrund schlechter Löslichkeit konnten die Spektren jedoch nicht in DMSO-d6 aufgenom-
men werden. 
4.1.7 Zusammenfassung der Syntheseergebnisse 
Die in dieser Arbeit synthetisierten Substanzen dienten einerseits als externe Standards zur 
Kalibrierung bei chromatographischen Analysen und andererseits als Testsubstanzen für den 
Transport über epitheliale Aminosäure- und Peptidtransporter. Dazu musste der exakte Gehalt 
der Zielsubstanz im Präparat bekannt sein, und es durften keine anderen Aminosäuren 
und/oder Peptide enthalten sein. Kommt es während der Synthese der modifizierten Peptide 
zur Hydrolyse der Peptidbindung, können Aminosäuren ins Präparat gelangen, was jedoch 
durch die Aminosäureanalyse widerlegt werden konnte. Hierdurch lassen sich theoretisch 
Verunreinigungen von bis zu 0,3% (w/w) nachweisen. Das Risiko einer solchen Verunreini-
gung wird bereits durch die Verwendung von Kationenaustauschern in der Pyridiniumform 
bei der semipräparativen IEC minimiert, da die Dipeptide hier stets ein etwa doppelt so hohes 
Elutionsvolumen oder einen stärkeren Elutionspuffer benötigten als die freien Aminosäuren. 
Bei der Verwendung der Austauscher in H+- bzw. Na+-Form eluieren die modifizierten 
Aminosäuren unter den gleichen Bedingungen wie die Peptide. Die Abwesenheit von Pyridin 
aus den Elutionspuffern konnte durch NMR nachgewiesen werden. Substanzen, die in der 
Aminosäureanalyse nur einen Peak zeigten und pyridinfrei waren, wurden als „rein“ betrach-
tet. Nach der IEC liegen die Präparate als (partielle) Hydrochloride, Acetate oder Formiate 
vor. Zur Bestimmung des Gehaltes wurde der mittels Elementaranalyse bestimmte Stick-
stoffgehalt des Präparates auf den Stickstoffgehalt der Zielsubstanz bezogen. 
Die Massenspektroskopie kann dagegen zur Feststellung der Identität der Präparate, nicht 
aber zur Beurteilung ihrer Reinheit herangezogen werden, da die spezifischen Ionisierbarkei-
ten nicht bekannt sind. Zudem fiel auf, dass trotz der „weichen“ Elektrosprayionisation bei 
Pyrralinpräparaten Dehydratisierungsreaktionen auftraten und Dipeptide, bei denen die 
basische Aminosäure C-terminal steht (Ala-Arg 79a, Ala-His 80a, Ala-CML 8a, Ala-
Mal 35a, Ala-(MG-H1) 37a, Ala-Apy 40a, Ala-LAL 61a), einer Spaltung unterlagen, so dass 
144 4 Ergebnisse und Diskussion  
auch die entsprechenden freien basischen Aminosäuren im Spektrum sichtbar waren. Da 
gleichzeitig doppelt geladene Molekülionen ([M + 2H]2+) detektiert wurden, wird vermutet, 
dass einmal der N-Terminus und einmal die Lysin- bzw. Argininseitenkette protoniert wird. 
Die räumliche Nähe und damit verbundene Abstoßung der Ladungen kann daher letztlich zum 
Zerfall des Moleküls führen. Das doppelt geladene Molekülion und der Zerfall waren bei den 
Komplementärsequenzen nicht sichtbar. In keinem Fall wurden mittels Aminosäureanalyse 
freie Aminosäuren in den Peptidpräparaten detektiert, so dass die bei der ESI-MS detektierten 
Ionen aus Zerfallsreaktionen bei der Ionisierung stammen müssen. 
4.2 Simulierte gastrointestinale Verdauung modifizierter Caseine 
4.2.1 Methodische Aspekte 
4.2.1.1 Auswahl der Modifizierungsarten 
Durch simulierte gastrointestinale Verdauung modifizierter Proteine sollte vor allem ermittelt 
werden, ob modifizierte Aminosäuren aus dem Proteinverband freigesetzt werden können, 
was eine wesentliche Voraussetzung für ihre Resorbierbarkeit darstellt. Daneben konnten 
auch Aussagen darüber gewonnen werden, inwieweit die Modifizierung von Aminosäuren die 
Verdaubarkeit des Proteins beeinflusst. Dazu sollten quantitativ bedeutsame MRP und CLAS 
möglichst selektiv in steigenden Konzentrationen in einem Modellprotein angereichert 
werden. Als Modellprotein wurde in dieser Arbeit bovines Casein gewählt, da es sich um ein 
wichtiges Nahrungsprotein handelt, für dessen Verdaubarkeit in der Literatur zahlreiche 
Vergleichswerte vorliegen (Savoie et al., 1991; Vorobev et al., 1996; Agudelo et al., 2004). 
Casein ist ein Gemisch aus verschiedenen Proteinen (α-, β-, γ- und κ-Caseine) und stellt die 
im schwach sauren unlösliche Fraktion der Milchproteine dar. Aufgrund des hohen Prolinan-
teils bildet sich im Casein kaum Tertiärstruktur aus, so dass es per se nicht denaturierbar ist 
(Belitz et al., 2001). Ein verdauungsmodulierender Effekt durch die mit der Maillard-Reaktion 
einhergehende Denaturierung wie beim β-Lactoglobulin (Krause und Schmidt, 1974; Yama-
guchi et al., 2007) kann beim Casein also ausgeschlossen werden. 
Als Modifizierungsart wurde zunächst die alkalische Inkubation gewählt, bei der LAL 61 und 
HAL 62 angereichert werden. Des Weiteren wurden Caseine selektiv mit den AP Fructosely-
sin 1 und Lactuloselysin 82, CML 8 und CEL 30 angereichert sowie mit 3-DG 11, Methyl-
glyoxal 28 und Ribose umgesetzt, so dass sich Pyrralin 33, MG-H1 37 und Pentosidin 47 
bildeten. 
Das für die Modifizierungen verwendete Casein wurde nach der Methode von Siegl (2003) als 
Natriumcaseinat aus frischer Rohmilch isoliert. Dieses Präparat war praktisch fettfrei und 
enthielt keine detektierbaren Mengen an MRP und CLAS. Allerdings wies es einen Querver-
netzungsgrad (QVCAS) von ca. 17% auf, der fast ausschließlich durch Oligomere bedingt war 
und nicht durch Thiol-Disulfidaustauschreaktionen erklärt werden kann (Matthes, 2007). In 
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der Literatur sind Quervernetzungsgrade von ca. 2–5% für Rohmilchcasein angegeben (Siegl, 
2003). Für die hier bestimmte Quervernetzung von 17% wäre eine Mindestkonzentration an 
CLAS von ca. 5 µmol/g Protein notwendig (vgl. Kap. 3.2.3.1), die jedoch keiner definierten 
CLAS zugeordnet werden konnte. Dieser Wert wurde in den Verdauungsstudien als „Null-
wert“ für QVCAS verwendet.  
4.2.1.2 Auswahl einer Methode zur simulierten gastrointestinalen Verdauung 
Als Verdauungsmodell, das den physiologischen Gegebenheiten möglichst nahe kommt, 
wurde eine Methode zur Beurteilung der Resorptionsverfügbarkeit organischer und anorgani-
scher Schadstoffe aus kontaminiertem Bodenmaterial adaptiert (Hack und Selenka, 1996; DIN 
19738, 2004, vgl. Tabelle 4-4).  
Tabelle 4-4: Vergleich verschiedener Methoden zur simulierten gastrointestinalen Verdauung. 
 diese Arbeit[1] Qiao et al., 2004 Hernández-
Ledesma et al., 
2004 
Agudelo et al., 
2004; Savoie et 
al., 1991 
Proteinkonzentration 
(w/v) 
Magen: 5%  
Darm: 2,5%  
Magen: 2,5%  
Darm: 0,5%  
0,7%  1%  
Magenstufe     
Verhältnis 
Pepsin/Protein 
20 mg/g bzw. 
84,6 kU/g[2] 
2,5 mg/g bzw. 
9,6 kU/g 
20 mg/g bzw. 
68 kU/g 
4 mg/g bzw. 
12 kU/g 
Inkubationsparameter pH 2,0; 2 h, 
37 °C 
pH 2,0; 24 h, 
38 °C 
pH 2,0; 90 min, 
37 °C 
pH 1,9; 30 min, 
37 °C 
Darmstufe     
Verhältnis 
Pankreatin/Protein 
144 mg/g 75 mg/g 40 mg/g 40 mg/g 
Inkubationsparameter pH 7,5; 6 h; 
37 °C 
pH 8,0; 96 h; 
38 °C 
pH 7–8; 4 h; 
37 °C 
pH 7,5; 6 h; 
37 °C 
Probennahme diskontinuierlich diskontinuierlich diskontinuierlich kontinuierlich 
durch Dialyse[3] 
[1] Angelehnt an DIN 19738, 2004. [2] Berechnet mit der in der Produktspezifikation angegebenen spezifischen 
Aktivität. [3] Dialyse durch 1000-Da-Membran. 
Eine Inkubation in simulierter Speichelflüssigkeit wurde ausgelassen, da der Speichel nicht 
über peptidolytische Aktivität verfügt. Die simulierten Magen- und Darmsekrete enthalten 
Salze und Enzyme in den physiologischen Verhältnissen (Lentner, 1981; Hack und Selenka, 
1996) und wurden unverändert übernommen. Mucin und Enzyme stammten vom Schwein 
und wurden in den enzymfreien Sekreten jeweils unmittelbar vor Versuchsbeginn gelöst. Mit 
dieser Methode können aufgrund der Verwendung von Gallensalzen perspektivisch auch 
ganze Lebensmittel verdaut werden.  
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Da die Methode nicht zur simulierten Verdauung von Proteinen ausgearbeitet wurde, mussten 
einige Parameter angepasst werden. Für die Magenstufe wurde eine Caseinkonzentration von 
5% gewählt, in der Darmstufe lag sie durch Verdünnung bei 2,5%. Das Verhältnis Pep-
sin/Protein liegt somit bei 2/100 (w/w), das Verhältnis Pankreatin/Protein bei 14,4/100 (w/w). 
Diese Verhältnisse spiegeln die physiologischen Gegebenheiten wider (Nixon und Mawer, 
1970a; Adibi und Mercer, 1973; Lentner, 1981, vgl. Kap. 2.3.1). In der Literatur werden z.T. 
auch Methoden angewendet, bei denen Pepsin und Pankreatin gegenüber dem zu verdauenden 
Protein im Überschuss vorliegen (Fu et al., 2002; Takagi et al., 2003). Die zusätzliche 
Zugabe des Trypsins in der Darmstufe soll sicherstellen, dass die im Pankreatin enthaltenen 
Zymogene aktiviert werden. In der Magenstufe wurde der pH-Wert nur zu Beginn auf 2,0 
eingestellt und später nicht mehr korrigiert. Nach 120 min lag er mit etwa 3,0 immer noch im 
Rahmen der physiologischen Verhältnisse (Lentner, 1981). Bei der Inkubation unter Darmbe-
dingungen wurde ein pH-Wert von 7,5 gewählt, der während der Inkubation innerhalb einer 
Stunde auf 7,8–8,0 anstieg. Daher wurde er stündlich auf 7,5 ± 0,1 korrigiert. 
Da es sich bei der hier verwendeten Methode um ein Modell handelt, bleiben einige Unter-
schiede zur in-vivo-Verdauung bestehen: Im Modell werden Proben diskontinuierlich ent-
nommen, während freie Aminosäuren und Peptide in vivo kontinuierlich resorbiert werden. In 
einigen Arbeiten (Savoie et al., 1989; Agudelo et al., 2004) wird die simulierte Verdauung 
daher in Dialyseschläuchen durchgeführt, die eine Ausschlussgröße von 1000 Da aufweisen, 
so dass Aminosäuren und Peptide bis zu einer Länge von ca. 9–10 Aminosäuren kontinuier-
lich entzogen werden. Ein solches Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit nicht verwen-
det, da in eigenen Versuchen die Verwendbarkeit solcher Dialysemembranen zur Abtrennung 
kurzkettiger Peptide aus Peptidgemischen mit derart kontinuierlicher Verteilung nicht 
gegeben war (s.u., Peto, 2008). Darüber hinaus fehlen im in-vitro-Modell die membranständi-
gen Peptidasen, so dass die Hydrolyse nicht so weit fortschreiten kann wie bei der in-vivo-
Verdauung (Qiao et al., 2004). Die intraluminale Verdauung, also gerade die in vitro simu-
lierte, ist nach Galibois et al. (1989) allerdings die entscheidende Voraussetzung für die 
Resorbierbarkeit von Aminosäuren aus Proteinen: Aminosäuren werden aus Modellproteinen 
in vitro etwa nach dem gleichen Muster in Peptide < 1000 Da freigesetzt, wie sie im Tierver-
such nach Verfütterung des gleichen Proteins in der Pfortader erscheinen. Es kann somit 
davon ausgegangen werden, dass Peptide < 1000 Da von membranständigen Peptidasen in 
resorbierbare Einheiten gespalten werden (Galibois et al., 1989). Somit sind mit einer 
Methode wie der hier ausgewählten trotz der fehlenden membranständigen Peptidasen 
Aussagen über die Verdaubarkeit und Resorbierbarkeit von Aminosäuren möglich; Unter-
schiede in der Verdaubarkeit des nativen und der modifizierten Caseine sind mit Sicherheit 
erkennbar. 
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4.2.1.3 Quantifizierung der Verdaubarkeit 
Damit modifizierte Aminosäuren in vivo resorbierbar sind, müssen die modifizierten Proteine 
zunächst zu einem möglichst großen Teil zu kurzkettigen Peptiden verdaut werden. Daher 
wurde in der vorliegenden Arbeit als Maß für die Verdaubarkeit die Molmassenverteilung der 
während der simulierten Verdauung entstehenden Peptide verwendet. Wie schon bei Ford 
(1965) und Qiao et al. (2004) wurde die Gelpermeationschromatographie (GPC) mit einer für 
die Peptidanalytik entwickelten Säule (Superdex Peptide HR 10/30) angewendet. Die Säule 
erlaubte in den während der simulierten Verdauung genommenen Proben eine gute Auftren-
nung von Peaks über den gesamten Elutionsbereich (Abbildung 4-11). Zunächst erfolgte eine 
Kalibrierung mit 11 Molmassenstandards (vgl. Kap. 3.2.3.2). Es zeigte sich, dass die lineare 
Beziehung zwischen der Elutionszeit und dem dekadischen Logarithmus der Molmasse 
(eigentlich dem hydrodynamischen Radius) mindestens zwischen ca. 250 Da und 40 kDa 
besteht. Unterhalb von ca. 250 Da hing die Elutionszeit nicht mehr nur von der Molmasse ab, 
sondern immer stärker von der Hydrophobität der Peptide. Hydrophobe Peptide (z.B. Val-Tyr, 
280,3 Da) eluierten später als weniger hydrophobe (Ala-Lys, 217,3 Da), möglicherweise weil 
ihre Hydrathülle (und damit der hydrodynamische Radius) bei gleicher Molmasse kleiner ist. 
Die Peaks, die nach 45 bzw. 60 min eluieren, konnten durch Vergleich mit Standardsubstan-
zen dem freien Tyrosin bzw. Tryptophan zugeordnet werden.  
Die Auswertung der GPC-Chromatogramme erfolgte durch Vergleich von Peakflächenantei-
len bei der Wellenlänge 280 nm, die im Absorptionsbereich der aromatischen Aminosäuren 
Tryptophan und Tyrosin liegt. Diese Aminosäuren sind besser freisetzbar als z.B. saure 
(Agudelo et al., 2004), so dass die Peptidolyse möglicherweise überschätzt wird. Auf der 
anderen Seite wird die bei 220 nm absorbierende Peptidbindung während der Verdauung 
abgebaut, wodurch gerade die Konzentrationen an kleinen Peptiden und damit auch die 
Verdaubarkeit insgesamt stärker unterschätzt würden. Auch wenn durch Messung bei 280 nm 
der Einfluss der Modifizierungsarten lediglich auf die Verteilung der aromatischen Amino-
säuren beurteilt wird, sind Unterschiede zwischen nativem und modifizierten Caseinen mit 
Sicherheit erkennbar. Da der molare Extinktionskoeffizient des Tryptophans bei λ = 280 nm 
etwa 3,5-mal so hoch ist wie der des Tyrosins, das molare Verhältnis von Tryptophan zu 
Tyrosin im Casein aber bei 1 zu 4,6 liegt (Belitz et al., 2001), wird die Extinktion bei 
λ = 280 nm von beiden Aminosäuren zu etwa gleichen Teilen (Trp: 43%; Tyr: 57%) bedingt. 
Zur abschließenden Quantifizierung wurden die Chromatogramme in 7 Elutionszeitfenster 
eingeteilt, die jeweils einer bestimmten Molmassenfraktion entsprechen, die über die Kali-
brierfunktion berechnet wurde (Abbildung 4-11). Unterhalb von 250 Da können keine 
Molmassengrenzen angegeben werden, da die lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus 
der Molmasse und der Elutionszeit nicht mehr gegeben ist. In den einzelnen Molmassenfrak-
tionen wurde von der gemessenen Peakfläche A280,i,Cas zunächst die Peakfläche A280,BW 
subtrahiert, die allein aus dem Abbau der zugegebenen Peptidasen stammt. Die Flächen der 
einzelnen Fraktionen (A280,i) wurden dann zur Gesamtfläche (A280) ins Verhältnis gesetzt:  
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Mit den so erhaltenen Flächenanteilen φMW,i kann die Verdaubarkeit verschiedener Caseine 
untereinander verglichen werden. Steigt beispielsweise φMW,1, so verschlechtert sich die 
Verdaubarkeit, da sich höhermolekulare Peptide anreichern. Steigt dagegen φMW,7, so verbes-
sert sie sich, da Tryptophan besser freigesetzt werden kann.  
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Abbildung 4-11: Analytische GPC von Proben nach simulierter gastrointestinaler Verdauung.  
Chromatogramm der D360-Probe des nativen Caseins (─) und des entsprechenden Peptidase-
Blindwertes (─) sowie Elutionszeiten einiger zur Kalibrierung verwendeter Standards und Einteilung 
in Molmassenfraktionen (MW-1 bis MW-7). Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6, 
Durchführung der analytischen GPC nach Kap. 3.2.3.2. 
Besondere Bedeutung kommt dem Flächenanteil φMW4-7 zu, der dem Anteil der Peptide 
< 1000 Da an der Gesamtpeakfläche entspricht. In der Literatur wird diese Molmassengrenze 
oft zum Vergleich von Verdaubarkeiten herangezogen (Savoie et al., 1991). Damit wird de 
facto angegeben, wie gut Proteine zu freien Aminosäuren und Peptiden bis zu einer Ketten-
länge von durchschnittlich 9 Aminosäuren verdaut werden können. Nonapeptide sind an sich 
zwar nicht resorbierbar; je kürzer Peptide sind, desto leichter können sie jedoch durch die 
über den Epithelzellen gelegene Mucusschicht diffundieren und von den Peptidasen der 
Bürstensaummembran hydrolysiert werden (Galibois et al., 1989). Die Peakflächenanteile 
φMW,i verschiedener Caseine sind vergleichbar, solange die Gesamtpeakflächen in den GPC-
Chromatogrammen verschiedener Caseine sich nicht signifikant unterscheiden. Dies ist z.B. 
der Fall, wenn durch die Modifizierung weitere Chromophore hinzukommen, etwa beim 
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Pyrralin (vgl. Kap. 4.2.6). Hier ist es möglich, dass das „neue“ Chromophor bei der Verdau-
ung in Peptiden angereichert wird, die eine andere Molmassenverteilung als die Tyrosin- und 
Tryptophanpeptide aufweisen. Somit würde bei der Messwellenlänge 280 nm nicht mehr nur 
die Verteilung dieser Peptide gemessen, sondern zusätzlich ein unbekannter Anteil modifi-
zierter Peptide. 
Löslichkeit der Caseine 
Die Caseine waren nach Einstellung des pH-Wertes auf 2,0 im synthetischen Magensekret 
nicht vollständig löslich. Für die Aussagekraft der Ergebnisse wird dies nicht als Nachteil 
angesehen, da in vivo die Nahrung — insbesondere Casein — im Magen ebenfalls als Brei 
vorliegt und keineswegs gelöst ist. Darüber hinaus lag das Casein in Form so feiner Flocken 
vor, dass sich die Probennahme mit handelsüblichen Pipettenspitzen ohne weiteres reprodu-
zierbar durchführen ließ. Das suspendierte Casein löste sich teilweise nach Verdünnung mit 
PBS-Puffer. Völlig unlösliche Bestandteile mussten vor der GPC durch Membranfiltration 
abgetrennt werden; damit sind mit der GPC-Messung nur Aussagen über die Verteilung der 
löslichen Peptide möglich. Nach dem Übergang auf Darmbedingungen hatte sich das native 
Casein bereits nach 10 min (D10-Probe) visuell vollständig gelöst, während z.B. einige 3-DG-
modifizierte Caseine erst nach 3 bis 4 h vollständig gelöst waren. 
In den während der Verdauung genommenen Proben liegen also gelöstes und ungelöstes 
Casein vor. Die Gesamtkonzentration an Casein (cCas,ges), d.h. die Summe aus gelöstem und 
ungelöstem Casein, kann aus der Tabelle 3-37 entnommen werden. Sie ändert sich während 
der Verdauung durch Zugabe des Darmsekretes bzw. durch die pH-Einstellung. Die Abschät-
zung der Löslichkeit ist möglich unter der Prämisse, dass die um den Blindwert korrigierte 
Peakfläche bei 280 nm (A280) proportional zur Konzentration des gelösten Caseins (cCas,lsl) ist. 
Somit können Peakflächen statt Konzentrationen eingesetzt werden. Die Löslichkeit des 
Caseins in einer Probe X (LCas,X) ergibt sich dann nach folgender Formel: 
XgesCas
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360,,
360,280
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Die Gültigkeit der in Tabelle 3-37 abgeschätzten Werte konnte durch die Analyse des 
Proteingehaltes (als Tyrosinäquivalente, vgl. Kap. 3.5.6) in den verdauten Proben einiger 
Caseine bestätigt werden. 
Probenahmezeiten 
Mit der Entnahme von Proben während der simulierten Verdauung sollten nicht nur Unter-
schiede im Ergebnis der Verdauung, sondern auch in ihrem Verlauf herausgearbeitet werden. 
Daher wurden in der Magenstufe nach 10 und 120 min Proben genommen, in der Darmstufe 
nach 10, 60, 180 und 360 min. Der fortschreitende Abbau des Caseins ist in den GPC-Proben 
bereits visuell erkennbar (Abbildung 4-12). Während am Anfang der Verdauung noch nicht 
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alles Casein gelöst und der größte Teil der Peptide noch relativ langkettig ist, werden im 
weiteren Verlauf die Peptide kürzer, und es erscheinen freie Aminosäuren. Zur besseren 
Vergleichbarkeit wurden die Chromatogramme in Abbildung 4-12 nach Abzug des Blindwer-
tes auf die gleiche Gesamtcaseinkonzentration (cCas,ges, vgl. Tabelle 3-37) normiert. 
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Abbildung 4-12: GPC der während der simulierten gastrointestinalen Verdauung von nativem Casein 
unter Magen- (A) und Darmbedingungen (B) genommenen Proben. 
Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6, Durchführung der analytischen GPC nach 
Kap. 3.2.3.2. Die Chromatogramme sind zur besseren Vergleichbarkeit auf die gleiche Caseinkon-
zentration cCas,gas (vgl. Tabelle 3-37) normiert.  
Die Inkubation der zur GPC entnommenen Proben für 10 min in einem kochenden Wasserbad 
führt zur vollständigen Inaktivierung der Enzyme, da unter Verwendung von Verdauungssek-
reten, die vor der Zugabe des Caseins dem Inaktivierungsschritt unterworfen wurden, kein 
Abbau des Caseins gemessen werden konnte. Wurde das Casein in den enzymfreien Magen- 
und Darmsekreten inkubiert, war ebenfalls kein Abbau feststellbar. Damit ist der mittels GPC 
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gemessene Abbau des Caseins auf die peptidolytische Aktivität der zugesetzten Enzyme 
zurückzuführen. 
4.2.1.4 Freisetzbarkeit von Aminosäuren 
Damit modifizierte Aminosäuren in vivo resorbierbar sein können, müssen sie nach der 
Verdauung möglichst in kurzkettigen Peptiden gebunden sein. Daher wurden die Peptide in 
den D360-Proben in eine hoch- (HMW) und eine niedermolekulare (LMW) Fraktion fraktio-
niert. Matthes (2007) bzw. Peto (2008) hatten bereits festgestellt, dass die Verwendung von 
Ultrafiltrationseinheiten (MWCO = 1000 Da) bzw. eines Minidialysekits (MWCO = 1000 Da) 
nicht zur Fraktionierung nutzbar ist. Die mit diesen Methoden abgetrennten LMW-Fraktionen 
sind zwar sehr rein, d.h. nur 2–4% der Fraktion stellen Peptide dar, deren Molmasse über 
1000 Da liegt. Es konnten jedoch mit beiden Methoden nur 54 bis 73% der niedermolekularen 
Peptide abgetrennt werden, so dass immer noch ein beträchtlicher Teil der niedermolekularen 
Aminosäuren und Peptide in der HMW-Fraktion enthalten war (Tabelle 4-5). Auf Basis dieser 
Abtrennungsgrade konnten keine quantitativen Aussagen über die Verteilung der Aminosäu-
ren in HMW- und LMW-Fraktionen getroffen werden. 
Tabelle 4-5: Vergleich von Methoden zur Fraktionierung von Peptidgemischen. 
Methode Trenngrenze Reinheit der LMW-Fraktion[3] Abtrennungsgrad[4] 
Ultrafiltration 1000 Da[1] 96-98% 54-61% 
Minidialyse 1000 Da[1] 98% 46-73%  
präparative GPC ”250 Da”[2] 88-93% 88-94% 
[1] Nominelle Trenngrenze. [2] Beobachtete Trenngrenze. [3] Anteil der Peakfläche von Peptiden > 1000 Da an 
der Gesamtpeakfläche der LMW-Fraktion. [4] Anteil der Peptide < 1000 Da, der in die LMW-Fraktion übergeht, 
bestimmt durch Rechromatographie (vgl. Kap. 3.6.3). 
Eine präparative Trennung mit guter Reproduzierbarkeit und hohem Abtrennungsgrad gelang 
erst durch Anwendung der semipräparativen GPC mit Reinstwasser als Fließmittel (Löbner, 
2009). Es wurde die gleiche Säule wie für die analytische GPC der Verdauungsproben genutzt 
(Superdex Peptide HR 10/30). Das Eluat wurde bei 32,5 min Elutionszeit fraktioniert, da an 
dieser Stelle die Absorption ein Minimum aufwies. Die HMW- und LMW-Fraktionen der 
D360-Proben verschiedener Caseine wurden unter Verwendung des analytischen GPC-
Systems einer Rechromatographie unterzogen. Verglichen mit den anderen in Tabelle 4-5 
genannten Fraktionierungsmethoden ist die durch semipräparative GPC erhaltene LMW-
Fraktion etwas weniger rein, aber nahezu vollständig abgetrennt, d.h. es verbleiben kaum 
niedermolekulare Peptide in der HMW-Fraktion. Die Trenngrenze des Systems lässt sich bei 
ca. 35 min beobachten, da nach dieser Grenze der Anteil der Peptide, die in die LMW-
Fraktion übergehen, erhöht ist (Abbildung 4-13). Rechnerisch entspricht dies einer Molmasse 
von ca. 250 Da, also Di- bis Tripeptiden. Da jedoch eine gewisse Überlappung sichtbar ist, ist 
es möglich, dass einzelne Di- und Tripeptide auch in die HMW-Fraktion gelangen, bzw. 
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längerkettige Peptide in die LMW-Fraktion, so dass eher ein „Trennbereich“ vorliegt. Die 
Peptide in der LMW-Fraktion sind aber in jedem Falle kleiner als 1000 Da (Abbildung 4-13). 
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Abbildung 4-13: GPC-Chromatogramme der rekonstituierten HMW- und LMW-Fraktionen des 
Caseins Lac-3 sowie der nicht fraktionierte Probe.  
Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6, Fraktionierung nach Kap. 3.6.3, Durchfüh-
rung der analytischen GPC (Rechromatographie) nach Kap. 3.2.3.2.  
Die HMW- und LMW-Fraktionen wurden anschließend gefriergetrocknet. Die Lyophilisate, 
die freie Aminosäuren und Peptide unterschiedlicher Kettenlänge enthielten, wurden sauer 
bzw. enzymatisch hydrolysiert. In den Hydrolysaten wurden die Gehalte der Aminosäuren 
entweder durch Aminosäureanalyse bzw. für einzelne modifizierte Aminosäuren auch durch 
HPLC mit UV-Detektion bestimmt. Die Freisetzbarkeit einer Aminosäure (FAS) bezeichnet 
den Stoffmengenanteil dieser Aminosäure in der LMW-Fraktion: 
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Aus der Literatur ist bekannt, dass basische Aminosäuren während der Verdauung früher 
freigesetzt werden als saure (Agudelo et al., 2004; Picariello et al., 2010). Es ist daher 
möglich, dass bei der Probennahme während der Verdauung basische Aminosäuren im 
Vergleich zu sauren in überproportionalem Maße entfernt werden. Daher wurde die Amino-
säurezusammensetzung der D360-Proben mit der der Ausgangscaseine jeweils nach saurer 
Hydrolyse verglichen (Students t-Test). Da diese Werte statistisch nicht voneinander ver-
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schieden sind, hat die Probennahme in diesem Fall keinen Einfluss auf die Aminosäure-
zusammensetzung der D360-Proben.  
4.2.2 Simulierte gastrointestinale Verdauung von nativem Casein 
4.2.2.1 Verdaubarkeit von nativem Casein 
Bei den Untersuchungen zur simulierten gastrointestinalen Verdauung diente natives Casein 
als Positivkontrolle für die peptidolytische Aktivität der eingesetzten Enzyme. Es konnte 
dabei regelmäßig gezeigt werden, dass die Verdauung des nativen Caseins nach dem in 
Abbildung 4-14 gezeigten Muster abläuft. Bereits nach 10 min unter Magenbedingungen sind 
knapp über 20% des Caseins in Peptide < 1000 Da gespalten. Am Ende der Magenverdauung 
(120 min) ist das Casein zu 80% gelöst, im gelösten Anteil liegt die mittlere Peptidlänge bei 
ca. 9–10 Aminosäuren (1000 Da), also in einem für peptische Peptide typischen Bereich 
(Qiao et al., 2002).  
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Abbildung 4-14: Simulierte gastrointestinale Verdauung von nativem Casein — Verteilung der 
Peptide und Aminosäuren in Molmassenbereiche MW-1 bis MW-7. 
Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6.2, Durchführung der analytischen GPC nach 
Kap. 3.2.3.2. Berechnung der Peakflächenanteile nach Kap. 4.2.1.3.  
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Nach dem Übergang auf Darmbedingungen kommt es schnell zur Freisetzung von Tryp-
tophan (MW-7); der Anteil der Peptide < 1000 Da liegt nach 10 min bereits bei über 80% und 
steigt bis zum Ende der Verdauung auf 96,9 ± 2,0% an. Über 50% der Peakfläche A280 
entfallen hier auf die freien Aminosäuren Tyr und Trp. Trypsin und Chymotrypsin können 
peptische Peptide in kurzkettige Peptide mit 3–5 Aminosäureresten spalten (Qiao et al., 
2005). Anders als bei Qiao et al. (2005) sind in dem hier verwendeten Pankreatin auch 
Carboxypeptidasen enthalten, so dass die Verdauung auch über Tri- bis Pentapeptide hinaus-
gehen kann. Durch Carboxypeptidase A sind darüber hinaus gerade die bei 280 nm gemesse-
nen aromatischen Aminosäuren Tyrosin und Tryptophan gut freisetzbar. Mit einem Verdau-
ungssystem, bei dem kontinuierlich Peptide < 1000 Da durch Dialyse abgetrennt werden, 
konnten auch Savoie et al. (1988) eine Verdaubarkeit des Caseins von 97% ermitteln. 
4.2.2.2 Freisetzung individueller Aminosäuren 
Durch Abtrennung einer niedermolekularen Peptidfraktion mittels semipräparativer GPC 
konnte die in der Literatur beschriebene Differenzierung der Freisetzbarkeit von Aminosäuren 
aus Casein reproduziert werden (Vorobev et al., 1996; Agudelo et al., 2004). Phe, Tyr, Lys 
und Arg sind aus Casein im allgemeinen gut freisetzbar, Ser, Asp, Glu und Thr dagegen 
schlechter (Abbildung 4-15). Daher kann davon ausgegangen werden, dass auch die Ergebnis-
se für modifizierte Aminosäuren valide sind. Das Freisetzungsmuster der Aminosäuren kann 
aufgrund der verschiedenen Primärsequenzen in anderen Proteinen anders sein (Savoie et al., 
1988, 1989; Vorobev et al., 1996). Die Freisetzbarkeit des Glycins kann mit dem hier ver-
wendeten Verdauungssystem nicht beurteilt werden, da es während der sauren Hydrolyse 
auch aus Gallensäureamiden freigesetzt wird (Adibi und Mercer, 1973).  
FAS ist von den Eigenschaften der Seitenkette abhängig und steigt in der Reihenfolge: 
saure Seitenkette < aliphatische Seitenkette < aromatische Seitenkette < basische Seitenkette. 
Diese Reihenfolge der Freisetzbarkeit ist — auch für Casein — aus der Literatur bekannt 
(Savoie et al., 1988; Agudelo et al., 2004) und lässt sich durch das Zusammenspiel der 
Peptidasen während der gastrointestinalen Verdauung erklären: Pepsin und Chymotrypsin 
spalten Polypeptidketten C-terminal nach aromatischen Aminosäuren, Trypsin C-terminal 
nach basischen Aminosäuren. Somit sind bereits Oligopeptide mit aromatischen bzw. basi-
schen Aminosäuren am C-Terminus gegenüber solchen mit sauren Aminosäuren überreprä-
sentiert. Die im Pankreassekret enthaltenen Carboxypeptidasen A und B wiederum können 
mit hoher Spezifität aromatische bzw. basische Aminosäuren vom C-Terminus der Oligopep-
tide abspalten, so dass diese schneller freigesetzt werden. Aminopeptidasen sind im Pankreas-
sekret nicht enthalten, sondern liegen in vivo vor allem membranständig vor (Tabelle 2-4). Da 
die mit dieser Methode gemessenen Freisetzungsmuster ähnlich sind wie in der Literatur, wird 
geschlussfolgert, dass Retentionseffekte, durch die sich bei der analytischen GPC die Eluti-
onszeiten aromatischer Aminosäuren und aromatischer kurzkettiger Peptide erhöhen, bei der 
semipräparativen Trennung nicht zur Verzerrung der Ergebnisse führen. Bei Verwendung der 
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gleichen Fraktionierungsmethode können Unterschiede zwischen den einzelnen Caseinen 
sicher herausgearbeitet werden. 
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Abbildung 4-15: Freisetzbarkeit (FAS) von proteinogenen Aminosäuren in eine mittels semipräparati-
ver GPC abgetrennte niedermolekulare Peptidfraktion. 
Simulierte gastrointestinale Verdauung nach Kap. 3.6.2, Fraktionierung der D360-Proben und Analyse 
der Fraktionen nach Kap. 3.6.3. Ser: Summe aus Serin und Phosphoserin. Asp: Summe aus Asparagin 
und Asparaginsäure. Glu: Summe aus Glutamin und Glutaminsäure. Thr: Summe aus Threonin und 
glycosyliertem Threonin. Mittelwerte ± SD, n = 3. 
4.2.3 Simulierte gastrointestinale Verdauung quervernetzter Caseine 
4.2.3.1 Simulierte gastrointestinale Verdauung alkalisch quervernetzter Caseine 
Charakterisierung der alkalisch quervernetzten Caseine 
In der Literatur liegen bereits zahlreiche Untersuchungen zur Beeinflussung der Verdaubar-
keit von Proteinen durch Alkalibehandlung vor (Friedman et al., 1981; Krause und Freimuth, 
1985; Savoie et al., 1991). In dieser Arbeit wurden insgesamt 10 verschiedene alkalibehandel-
te Caseine der simulierten Verdauung unterzogen. Zur Modifizierung wurden alle Caseine in 
10%iger Lösung bei 100 °C erhitzt (vgl. Kap. 3.5.4), wobei LAL 61 in zunehmendem Maße 
angereichert wurde (Tabelle 4-6). Nach Dialyse und Gefriertrocknung waren die Caseine rein 
weiß. 
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Die LAL-Gehalte können unter Berücksichtigung der analytischen Schwankungen die 
abgeschätzte Lysinblockierung vollständig erklären, so dass von einer hoch selektiven 
Lysinmodifizierung ausgegangen werden kann. HAL 62 konnte in den modifizierten Caseinen 
nicht zweifelsfrei identifiziert werden, da es im Bereich eines Pufferwechsels als Doppelpeak 
eluiert. Auch eine indirekte Berechnung über die Histidinblockierung konnte nicht 
durchgeführt werden, da Histidin bei der Aminosäureanalyse mit den Systemen Li-1 und Li-3 
mit LAL 61 coeluiert. Die LAL-Gehalte in den bei pH 8,0 erhitzten Caseinen sowie des 
Caseins LAL 10-1 liegen im Bereich in Lebensmitteln gefundener Konzentrationen (Tabelle 
2-3). 
Tabelle 4-6: Charakterisierung der alkalisch quervernetzten Caseine. 
Casein[1] LAL-Gehalt[2] χLys,mod
[3] QVCAS
[4] 
 [mol-%]Lys [mol-%]Lys [%] 
Natives Casein n.n. n.n. 17,2 
LAL 8-1 0,7 2,5 22,0 
LAL 8-2 0,8 6,3 25,8 
LAL 8-3 1,2 4,9 30,5 
LAL 8-4 1,7 5,1 37,4 
LAL 10-1 1,7 2,8 25,6 
LAL 10-2 5,5 5,1 33,2 
LAL 10-3 17,7 21,0 53,0 
LAL 12-1 7,3 8,8 29,8 
LAL 12-2 16,4 15,1 39,4 
LAL 12-3 30,9 28,8 46,9 
[1] Modifizierung durch Inkubation bei pH 8, 10 oder 12 (Kap. 3.5.4.). [2] Bestimmung mittels 
Aminosäureanalyse nach Kap. 3.2.4. [3] χLys,mod wurde mit den nach saurer Hydrolyse bestimmten 
Aminosäuregehalten berechnet nach Kap. 3.5.6. [4] Bestimmung mittels GPC nach Kap. 3.2.3.1. n.n., nicht 
nachweisbar. 
Für die einzelnen Caseine wurde die Mindestkonzentration der während der alkalischen 
Inkubation neu gebildeten quervernetzenden Aminosäuren (CLASmin) berechnet (Henle et al., 
1996) und mit der LAL-Konzentration verglichen. So konnte abgeschätzt werden, dass bei 
den bei pH 8,0 modifizierten Caseinen etwa 50% des LAL 61 intermolekular vorliegen. Eine 
ähnliche Verteilung der CLAS war auch von Siegl (2003) in erhitzten Milchmodellen be-
stimmt worden. In den bei pH 10 modifizierten Proben liegt der Anteil der intermolekularen 
Quervernetzung rechnerisch bei 10–20%, in den bei pH 12 modifizierten bei nur 4–6%. In 
den GPC-Chromatogrammen der Quervernetzungsanalyse von LAL 10-3 und aller bei pH 12 
inkubierten Caseine sind die einzelnen Mono- und Oligomeren nicht mehr als diskrete Peaks 
erkennbar, sondern die Molmassenverteilung des Caseins ist aufgrund partieller Hydrolyse 
fast kontinuierlich (Krause und Schmidt, 1974). Niedermolekulare Spaltpeptide, die bei der 
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Analyse der Molmassenverteilung nach simulierter Verdauung eine gute Verdaubarkeit 
vortäuschen könnten, wurden allerdings durch Dialyse effektiv abgetrennt. Dies konnte durch 
Analyse der Caseine mit dem GPC-System für die Messung der Molmassenverteilung (vgl. 
Kap. 3.2.3.2) gezeigt werden.  
Verdaubarkeit alkalisch quervernetzter Caseine 
Die alkalisch inkubierten Caseine waren nach dem Übergang auf Darmbedingungen bereits 
nach 10 min visuell vollständig gelöst. Bei der Berechnung der Peakflächenanteile in den 
einzelnen Molmassenfraktionen zeigte sich, dass in Abhängigkeit von der Lysinblockierung 
die Flächenanteile in manchen Fraktionen steigen und in anderen sinken. Für einzelne Caseine 
ist dies in Abbildung 4-16 anhand der GPC-Chromatogramme der D360-Proben exemplarisch 
dargestellt. Mit steigender Lysinblockierung steigt in den D360-Proben der Anteil der Peptide 
in den Molmassenfraktionen MW-1 bis MW-3, während er in den Molmassenfraktionen MW-
4 und MW-5 leicht und in den Molmassenfraktionen MW-6 und MW-7 stark sinkt.  
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Abbildung 4-16: GPC der nach der simulierten gastrointestinalen Verdauung von alkalisch modifizier-
tem Casein mit unterschiedlichem LAL-Gehalt genommenen D360-Proben. 
Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6, Durchführung der analytischen GPC nach 
Kap. 3.2.3.2.  
Diese Unterschiede in der Verdaubarkeit der einzelnen alkalisch modifizierten Caseine zeigen 
sich auch schon zu den anderen Probenahmezeiten, d.h. bereits während der Verdauung unter 
Magenbedingungen reichern sich bei steigender Lysinblockierung in den Fraktionen MW-1 
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und MW-2 Peptide an, die immer schlechter in kürzerkettige Peptide gespalten werden 
können. Die Verdaubarkeit durch Pepsin wird also mit intensivierter Alkalibehandlung 
deutlich eingeschränkt. Die Anreicherung langkettiger Peptide (1–20 kDa) bis zum Ende der 
Verdauung deutet darauf hin, dass es Trypsin, Chymotrypsin und Elastase immer schlechter 
gelingt, diese Peptide zu spalten. Die Abnahme der Gehalte der freien Aminosäuren Tyrosin 
und Tryptophan (MW-6 und MW-7) zeigt, dass Carboxypeptidase A ebenfalls inhibiert wird. 
Ob und in welchem Ausmaß sich diese Effekte auf den LAL-Gehalt, die Quervernetzung oder 
die Racemisierung zurückführen lassen, kann auf Basis der hier gewonnenen Ergebnisse nicht 
gesagt werden. De Vrese et al. (2000) bzw. Krause und Schmidt (1974) sowie Krause und 
Freimuth (1985) machten vor allem die Racemisierung der Aminosäuren, weniger die LAL-
Bildung, für die Verschlechterung der Verdaubarkeit in vivo bzw. in vitro verantwortlich. 
Aus Abbildung 4-16 ist auch ersichtlich, dass der Anteil der Peakfläche der Molmassenfrakti-
on < 1000 Da (φMW4-7) an der Gesamtpeakfläche ein geeignetes Maß für die Verdaubarkeit 
darstellt, weil diese Grenze gerade zwischen den Molmassenbereichen liegt, in denen die 
Veränderungen am deutlichsten sind. Die Verdaubarkeit der einzelnen LAL-Caseine auf Basis 
des Wertes φMW4-7 ist in Tabelle 4-7 aufgeführt. 
Tabelle 4-7: Verdaubarkeit der alkalisch modifizierten Caseine und Freisetzbarkeit des LAL 61. 
Casein Verdaubarkeit (φMW4-7
 )[1,2] Freisetzbarkeit des LAL 61[2,3] 
 [%] [%] 
Natives Casein 96,9 ± 2,0a – 
LAL 8-1 94,9 ± 0,3a,b 6,6 ± 2,0a 
LAL 8-2 94,4 ± 0,6a,b 2,2 ± 0,9b 
LAL 8-3 92,9 ± 1,1b,c 1,5 ± 1,3b 
LAL 8-4 91,9 ± 0,8b,c 0,7 ± 0,3b 
LAL 10-1 93,5 ± 0,8b,c 2,4 ± 1,1b 
LAL 10-2 91,8 ± 0,3b,c 0,4 ± 0,1b 
LAL 10-3 79,5 ± 0,2d 0,3 ± 0,1b 
LAL 12-1 90,4 ± 0,3c 0,3 ± 0,1b 
LAL 12-2 85,5 ± 0,6e 0,3 ± 0,1b 
LAL 12-3 69,4 ± 1,0f 0,3 ± 0,2b 
[1] Berechnung anhand der D360-Proben, siehe Kap. 4.2.1.3 (n = 3, Mittelwerte ± SD). [2] Werte mit verschie-
denen Buchstaben in verschiedenen Spalten sind signifikant verschieden (P < 0,05, ANOVA, Scheffé-Test, 
SPSS). [3] Fraktionierung mittels semipräparativer GPC, Trenngrenze ca. 250 Da (vgl. Kap. 3.6.3), Berechnung 
siehe Kap. 4.2.1.4 (D360-Proben, n = 3, Mittelwerte ± SD). –, nicht bestimmt. 
Mit dem hier angewendeten Verdauungssystem konnte die in die Literatur beschriebene 
inverse Korrelation zwischen der Verdaubarkeit und dem LAL-Gehalt (Friedman et al., 1981) 
reproduziert werden (P < 0,01). Caseine, in denen LAL 61 in lebensmittelrelevanten Konzen-
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trationen vorliegt (LAL 8-1 bis LAL 8-4, LAL 10-1) sind zwar zum Teil statistisch signifikant 
schlechter verdaubar als natives Casein, die Veränderung zum nativen Casein ist jedoch nur 
minimal. 
Freisetzung von LAL 61 in eine niedermolekulare Peptidfraktion 
Nur 0,3 bis 6,6% des LAL 61 tauchen nach der simulierten Verdauung in der mittels semiprä-
parativer GPC abgetrennten LMW-Fraktion auf (Tabelle 4-7). Je geringer der LAL-Gehalt 
(und je besser damit die Verdaubarkeit) eines Caseins, desto höher ist der LAL-Anteil in der 
LMW-Fraktion. Savoie et al. (1991) führten bereits Studien zur simulierten gastrointestinalen 
Verdauung von alkalisch modifizierten Caseinen durch, deren LAL-Gehalte noch über denen 
der hier verwendeten lagen. Sie ermittelten eine ähnliche Freisetzungsrate für LAL 61 (ca. 
5%), verwendeten aber ein Fraktioniersystem mit einer höheren Trenngrenze (Dialyse, 
1000 Da). Die Freisetzung anderer Aminosäuren aus den hier untersuchten Caseinen wurde 
durch die Modifizierung in unterschiedlichem Maße beeinflusst: Bei steigendem LAL-Gehalt 
sank vor allem die Freisetzung von Asp und Ile, daneben auch die von Thr, Pro, Tyr, Phe, Lys 
und Arg.  
 
4.2.3.2 Simulierte gastrointestinale Verdauung enzymatisch quervernetzter Caseine 
Charakterisierung der enzymatisch quervernetzten Caseine 
Lys(γ-Glu) 53 wurde im Casein durch Inkubation mit mikrobieller Transglutaminase (mTg) 
angereichert (vgl. Kap. 3.5.5). Nach enzymatischer Hydrolyse, bei der die Isopeptidbindung 
stabil ist, wurde 53 mit PITC zu den Phenylthiocarbamoyl-Aminosäuren (PTC-Aminosäuren) 
derivatisiert. Die PTC-Aminosäuren wurden dann mittels RP-HPLC unter Verwendung einer 
Phenylphase analysiert. Hierbei konnte zum einen eine gute Auftrennung aller PTC-
Aminosäuren erzielt werden (Abbildung 4-17), zum anderen war Lys(γ-Glu) 53 gut von 
Nebenpeaks abgetrennt.4 
Die enzymatische Quervernetzung führt vor allem zur Bildung intermolekularer Isopeptide 
(Lauber et al., 2000). Dementsprechend ist im Vergleich zu den alkalisch modifizierten 
Caseinen die durch 53 verursachte Lysinblockierung deutlich geringer, QVCAS aber z.T. höher 
(Tabelle 4-8). Durch den Gehalt des Isopeptids 53 der Caseine kann die mTg-induzierte 
Quervernetzung vollständig erklärt werden. Eine Modifizierung anderer Aminosäuren trat 
nicht auf. Die Gehalte der Caseine IP-1 und IP-2 entsprechen etwa den Gehalten, die Lauber 
et al. (2000) in mTg-behandelten Joghurtproben ermittelten. 
                                                 
4 Teile der Daten zur Verdaubarkeit enzymatisch quervernetzter Caseine wurden in der wissenschaftlichen 
Abschlussarbeit von Jürgen Löbner (2009) erarbeitet. 
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Abbildung 4-17: RP-HPLC-Chromatogramme der enzymatisch quervernetzten Caseine nach enzyma-
tischer Hydrolyse und PITC-Derivatisierung. 
Durchführung der Caseinmodifizierung nach Kap. 3.5.5, enzymatische Hydrolyse nach Kap. 3.2.1.2, 
PITC-Derivatisierung und RP-HPLC-Analyse nach Kap. 3.2.1.3 und 3.2.2.5. 
Tabelle 4-8: Charakterisierung der enzymatisch quervernetzten Caseine. 
Casein[1] Lys(γ-Glu)-Gehalt[2] QVCAS
[3] 
 [mol-%]Lys [%] 
IP-1 0,8% 39,4 
IP-2 1,1% 51,7 
IP-3 2,5% 71,5 
[1] Modifizierung nach Kap. 3.5.5. [2] PITC-Derivatisierung und HPLC-Analyse nach Kap. 3.2.1.3 und 3.2.2.5 
[3] Bestimmung mittels GPC nach Kap. 3.2.3.1. 
Verdaubarkeit enzymatisch quervernetzter Caseine und Freisetzung von Lys(γ-Glu)  
Die enzymatisch quervernetzten Caseine waren trotz des höheren QVCAS besser verdaubar als 
die alkalisch modifizierten (Tabelle 4-9). Die Verdaubarkeit der modifizierten Caseine 
unterschied sich nicht signifikant von der des nativen Caseins. Dies steht im Einklang mit 
Ergebnissen von Roos et al. (2004) und Seguro et al. (1996b), die zeigten, dass die mTg-
Behandlung von Proteinen die Verdaubarkeit auch in vivo (Minischwein, Ratte) nicht beein-
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flusst. Die Freisetzbarkeit des Lys(γ-Glu) 53 war sehr gering und lag in der Größenordnung 
der Freisetzbarkeit des LAL 61 aus den Caseinen mit geringem LAL-Gehalt. 
Tabelle 4-9: Verdaubarkeit enzymatisch quervernetzter Caseine und Freisetzbarkeit des Lys(γ-Glu) 53. 
Casein Verdaubarkeit (φMW4-7
 )[1] Freisetzbarkeit des Lys(γ-Glu) 53[2] 
 [%] [%] 
Natives Casein 96,9 ± 2,0 – 
IP-1 93,8 ± 1,2 n.n. 
IP-2 95,2 ± 3,8 2,8 ± 4,8 
IP-3 93,8 ± 2,2 3,6 ± 0,3 
[1] Berechnung anhand der D360-Proben, siehe Kap. 4.2.1.3 (n = 3, Mittelwerte ± SD). [2] Fraktionierung 
mittels semipräparativer GPC, Trenngrenze ca. 250 Da (vgl. Kap. 3.6.3), Berechnung siehe Kap. 4.2.1.4 (D360-
Proben, n = 3, Mittelwerte ± SD). n.n., nicht nachweisbar; –, nicht bestimmt. 
Beim Vergleich der Verdaubarkeit φMW4-7 zu den einzelnen Probenahmezeitpunkten zeigt 
sich, dass Lysinblockierung und Quervernetzung der mTg-behandelten Caseine praktisch 
keinen Einfluss auf die peptische Hydrolyse haben. Bei steigender Lysinblockierung und 
Quervernetzung sinkt φMW4-7 unter Darmbedingungen tendenziell. Tang et al. (2006) dagegen 
zeigten für Sojaprotein, dass nach mTg-Behandlung während der in-vitro-Verdauung Pepsin 
gehemmt wird, Trypsin aber nicht. 
4.2.4 Simulierte gastrointestinale Verdauung Amadori-Produkt-modifizierter 
Caseine 
4.2.4.1 Charakterisierung der AP-Caseine 
AP wurden durch Inkubation von Casein mit Glucose bzw. Lactose bei relativ niedriger 
Temperatur und limitierter Wasseraktivität angereichert (vgl. Kap. 3.5.1.1). Unter diesen 
Bedingungen kommt es noch nicht zu einem ausgeprägten Abbau der AP. Nur die für 24 h 
inkubierten Caseine wiesen eine hellbräunliche Farbe auf. Praktisch die gesamte Lysinblo-
ckierung, die aus den Restlysingehalten der modifizierten Caseine berechnet wurde, kann 
durch die Bildung von AP erklärt werden (Tabelle 4-10).5  
Die AGEs Pyrralin 33 und Maltosin 35 wurden in den Caseinen nach enzymatischer Hydroly-
se mit dem in Kap. 3.2.2.2 angegebenen HPLC-System analysiert. Dabei konnte nur Pyrra-
lin 33 in den Caseinen Glu-3, Glu-4 und Lac-4 in Anteilen von bis zu 1% des AP-Gehaltes 
bestimmt werden. Es wurden keine weiteren Peaks detektiert, die bei 280 nm absorbierten, so 
dass die Vergleichbarkeit der Caseine auf Basis der A280 bei der simulierten Verdauung 
                                                 
5 Teile der Daten zur Verdaubarkeit AP-modifizierter Caseine wurden in der wissenschaftlichen Abschlussarbeit 
von René Matthes (2007) erarbeitet. 
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gegeben ist. Die Modifizierung des Arginins war erst bei den Caseinen Glu-4 und Lac-4 
messbar und lag dort bei etwa 10%. Die Quervernetzung ist in den Glucose- und Lactoseca-
seinen während der ersten 4 h Inkubation vergleichbar, beim Casein Glu-4 jedoch deutlich 
höher als beim Casein Lac-4. Abbau- und Quervernetzungsreaktionen des Lactuloselysins 82 
sind durch die Substitution der OH-Gruppe am C-4 des Glucosylrestes der Lactose stark 
eingeschränkt (Kato et al., 1988). Nur 10–20% der Quervernetzung sind reduzierbar und 
können durch Disulfidbrücken erklärt werden (Matthes, 2007). Die CLAS LAL 61 und 
Pentosidin 47 konnten in den Caseinen nicht nachgewiesen werden.  
Tabelle 4-10: Charakterisierung der AP-Caseine. 
Casein[1] AP-Gehalt [2] χLys,mod
[3] QVCAS
[4] 
 [mol-%]Lys [mol-%]Lys [%] 
Natives Casein n.n. n.n. 17,2 
AP-BW n.n. n.n. 21,6 
Glu-1 7,2 8,1 21,3 
Glu-2 22,8 24,3 18,6 
Glu-3 43,2 42,8 22,1 
Glu-4 60,8 68,2 44,2 
Lac-1 1,0 4,8 18,9 
Lac-2 4,3 7,4 20,3 
Lac-3 14,4 16,2 21,5 
Lac-4 58,0 50,8 28,2 
[1] Modifizierung nach Kap. 3.5.1.1. [2] Fructoselysin 1 bei den Glucose-Caseinen, Lactuloselysin 82 bei 
Lactose-Caseinen indirekt bestimmt als Furosin nach saurer Hydrolyse nach Kap. 3.2.2.1. [3] χLys,mod wurde mit 
den nach saurer Hydrolyse bestimmten Aminosäuregehalten berechnet nach Kap. 3.5.6. Der Lysingehalt wurde 
um das aus den AP rückgebildete Lysin korrigiert (Krause et al., 2003). [4] Bestimmung mittels GPC nach Kap. 
3.2.3.1. n.n., nicht nachweisbar. 
4.2.4.2 Verdaubarkeit der AP-Caseine 
Die alleinige Hitzebehandlung wirkt sich nicht auf die Verdaubarkeit (φMW4-7) aus, wie durch 
Verdauung einer Caseinprobe, die in Abwesenheit von Zuckern für 24 h bei 60 °C erhitzt 
wurde (AP-BW), gezeigt werden konnte. Wird Casein dagegen in Anwesenheit von Zuckern 
erhitzt, verschlechtert sich die Verdaubarkeit (Tabelle 4-11). Bei getrennter Betrachtung der 
beiden AP ist der Einfluss der Glucosemodifizierung sowohl auf das Peptidmuster als auch 
auf die Verdaubarkeit etwas stärker als der der Lactosemodifizierung. Der inhibierende Effekt 
raumgreifender Seitenketten auf die Verdaubarkeit ist offenbar weniger stark als der Effekt 
durch Quervernetzung.  
In Caseinen mit geringer Lysinblockierung (8–16%) ist die Verdaubarkeit φMW4-7 der AP-
Caseine gegenüber der des nativen Caseins nicht signifikant gesenkt (Tabelle 4-11). Bei den 
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alkalisch modifizierten Caseinen zeigten sich dagegen schon bei geringerem Modifizierungs-
grad signifikante Unterschiede.  
Tabelle 4-11: Verdaubarkeit der AP-Caseine und Freisetzbarkeit der Amadori-Produkte Fructosely-
sin 1 und Lactuloselysin 82. 
Casein Verdaubarkeit (φMW4-7
 )[1,2] Freisetzbarkeit des AP[2,3] 
 [%] [%] 
Natives Casein 96,9 ± 2,0a – 
AP-BW 96,2 ± 0,4a – 
Glu-1 93,7 ± 0,7a,b 72,8 ± 9,1a 
Glu-2 89,1 ± 1,6b,c,d 71,3 ± 10,3a 
Glu-3 86,8 ± 0,5d 41,8 ± 2,4b,c 
Glu-4 75,1 ± 1,3e 30,2 ± 7,2b,c 
Lac-1 94,6 ± 1,8a 75,1 ± 12,3a 
Lac-2 92,4 ± 0,7a,b 55,9 ± 5,9a,b 
Lac-3 92,2 ± 0,3a,b,c 57,5 ± 4,8a,b 
Lac-4 87,3 ± 0,7c,d 25,0 ± 9,2c 
[1] Berechnung anhand der D360-Proben, siehe Kap. 4.2.1.3 (n = 2–3, Mittelwerte ± SD). [2] Werte mit 
verschiedenen Buchstaben in verschiedenen Spalten sind signifikant verschieden (P < 0,05, ANOVA, Scheffé-
Test, SPSS). [3] Fraktionierung mittels semipräparativer GPC, Trenngrenze ca. 250 Da (vgl. Kap. 3.6.3), 
Berechnung siehe Kap. 4.2.1.4 (D360-Proben, n = 3, Mittelwerte ± SD). –, nicht bestimmt. 
4.2.4.3 Proteolytische Freisetzung von Amadori-Produkten  
Mit den hier durchgeführten Untersuchungen konnten Ergebnisse zur Freisetzung des Fructo-
selysins 1 von Finot und Magnenat (1981) bestätigt werden. Aus den AP-Caseinen werden 
25–75% der AP in Form kurzkettiger Peptide freigesetzt (Tabelle 4-11), was deutlich über der 
Freisetzungrate des LAL 61 liegt. Die Tatsache, dass überhaupt Lactuloselysin 82 (M = 
470,5 g/mol) in die niedermolekulare Fraktion freigesetzt wird, zeigt, dass die Trenngrenze 
des semipräparativen GPC-Systems nicht exakt angegeben werden kann, bzw. dass der 
hydrodynamische Radius, nach dem die Abtrennung eigentlich erfolgt, in einem gewissen 
Missverhältnis zur Molmasse steht und vor allem durch die Peptidlänge, weniger durch die 
Seitenkettenmodifizierung bedingt wird. Bei geringem AP-Gehalt im Casein sind beide AP 
ähnlich gut freisetzbar wie andere basische Aminosäuren (Lys, Arg, His) aus nativem Casein. 
Mit zunehmendem Modifizierungsgrad verschlechtert sich die Freisetzbarkeit der Aminosäu-
ren allgemein, die der AP und des Histidins aber besonders deutlich (Abbildung 4-18). Die 
mit zunehmendem Modifizierungsgrad sich verschlechternde Freisetzbarkeit von Fructosely-
sin 1 wurde bereits von Finot und Magnenat (1981) beschrieben. 
Relativ stark sinkt auch die Freisetzbarkeit der Aminosäuren Pro, Ala und Ile, während die 
von Leu und Phe annähernd konstant bleibt. Lysin und Arginin sind in der Darstellung nicht 
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enthalten, da sie bei der Probenaufarbeitung (saure Hydrolyse) z.T. aus ihren MRP zurückge-
bildet werden und diese eine andere Verteilung besitzen können. 
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Abbildung 4-18: Freisetzung einzelner proteinogener Aminosäuren und des Lactuloselysins 82 (LL) 
aus lactosemodifizierten Caseinen in die mittels semipräparativer GPC abgetrennte niedermolekulare 
Peptidfraktion. 
Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6.2, Fraktionierung und Analyse der Fraktionen 
nach Kap. 3.6.3. Als Vergleichswert ist die Aminosäureverteilung des nativen Caseins (nat. Cas.) 
gezeigt. Asp: Summe aus Asparagin und Asparaginsäure. Thr: Summe aus Threonin und glycosylier-
tem Threonin. Glu: Summe aus Glutamin und Glutaminsäure. Mittelwerte ± SD, n = 3.  
4.2.5 Simulierte gastrointestinale Verdauung carboxyalkylierter Caseine 
4.2.5.1 Charakterisierung der carboxyalkylierten Caseine 
CML 8 und CEL 30 wurden durch reduktive Alkylierung (Glorieux et al., 2004) im Casein 
angereichert.6 Beide Aminosäuren wurden mittels ASA nach Optimierung der Trennung im 
Elutionsbereich der neutralen Aminosäuren bestimmt (Tabelle 4-12). Bei der Inkubation 
wurde keine Erhöhung des QVCAS beobachtet. Die Caseine zeigten nach der Dialyse und 
Gefriertrocknung eine leicht graue Farbe. Auch die CML- und CEL-Gehalte der am gerings-
ten modifizierten Caseine liegen bereits über den Gehalten, die in Lebensmitteln bestimmt 
wurden (Tabelle 2-2). 
                                                 
6 Teile der Daten zur Verdaubarkeit carboxyalkylierter Caseine wurden in der wissenschaftlichen Abschlussar-
beit von Anett Peto (2008) erarbeitet. 
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Tabelle 4-12: Charakterisierung der carboxyalkylierten Caseine. 
Casein[1] CML- bzw. CEL-
Gehalt [2] 
χLys,mod
[3] QVCAS
[4] 
 [mol-%]Lys [mol-%]Lys [%] 
Natives Casein n.n. n.n. 17,2 
CML-BW-1 n.n. n.n. 17,0 
CML-BW-2 n.n. n.n. 18,0 
CML-1 4,7 3,5 16,4 
CML-2 18,5 20,4 18,3 
CML-3 60,3 90,6 20,2 
CEL-1 5,7 9,9 18,6 
CEL-2 27,8 30,1 17 
CEL-3 85,8 97,4 8,8 
[1] Modifizierung nach Kap. 3.5.2. [2] Bestimmung mittels Aminosäureanalyse nach Kap. 3.2.4.3. [3] χLys,mod 
wurde mit den nach saurer Hydrolyse bestimmten Aminosäuregehalten berechnet nach Kap. 3.5.6.  
[4] Bestimmung mittels GPC nach Kap. 3.2.3.1. n.n., nicht nachweisbar. 
Außer bei CML-3 kann bei allen Caseinen die Lysinblockierung vollständig durch die 
Bildung der carboxyalkylierten Aminosäuren erklärt werden. Die ASA-Chromatogramme der 
CML-Caseine nach saurer Hydrolyse sind in Abbildung 4-19 gezeigt.  
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Abbildung 4-19: Aminosäureanalyse der CML-modifizierten Caseine. 
Modifizierung der Caseine nach Kap. 3.5.2, saure Hydrolyse nach Kap. 3.2.1.1, Aminosäureanalyse 
mit dem System Li-1 nach Kap. 3.2.4.3. 
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Bei CML-3 eluiert bereits vor der Asparaginsäure ein unbekannter Peak, bei dem es sich 
aufgrund der kurzen Retentionszeit um N,N-Bis(carboxymethyl)-lysin 107 (Bis-CML) 
handeln könnte, eine Verbindung, die bereits von Grunwald (2003) als Nebenprodukt der 
CML-Synthese beschrieben wurde. Dies lässt sich damit erklären, dass nur in dem Inkubati-
onsansatz des CML-3 das bei Glorieux et al. (2004) angegebene hohe molare Verhältnis von 
Glyoxylsäure zu Lysin von 5/1 erreicht war. Der Verbindung 107 können die fehlenden 30% 
der Lysinblockierung zugeordnet werden. 
Bei der Carboxyethylierung wurde ein analoges Nebenprodukt nicht nachgewiesen, da 
wahrscheinlich die Brenztaubensäure für eine Reaktion an der sekundären Aminogruppe des 
CEL 30 nicht reaktiv genug ist. Die Bildung von 107 als Nebenprodukt wird für die Aussage-
kraft der Verdauungsergebnisse nicht als Nachteil angesehen, da es sich wie beim CML 8 um 
eine Aminosäure mit saurem Charakter handelt, die mit Peptidasen in ähnlicher Weise wie 
CML 8 wechselwirken sollte. 
 
4.2.5.2 Verdaubarkeit carboxyalkylierter Caseine 
Durch die Carboxyalkylierung ändert sich der Charakter der modifizierten Caseine erheblich, 
da eine basische Gruppe verloren geht, während eine saure Gruppe hinzukommt. Bei basi-
schen Gruppen spaltende Peptidasen (Trypsin, Carboxypeptidase B) sollten also inhibiert 
werden. Die Beeinflussung der Verdaubarkeit durch die Lysinblockierung ist bei den carb-
oxyalkylierten Caseinen jedoch nochmals deutlich geringer als bei den AP-Caseinen (Tabelle 
4-13).  
Tabelle 4-13: Verdaubarkeit der carboxyalkylierten Caseine und Freisetzbarkeit des CML 8. 
Casein Verdaubarkeit (φMW4-7
 )[1,2] Freisetzbarkeit des CML 8[2,3] 
 [%] [%] 
Natives Casein 96,9 ± 2,0a – 
CML-BW-2 93,1 ± 0,7a – 
CML-1 94,8 ± 0,9a 13,6 ± 3,6a 
CML-2 93,4 ± 1,0a 6,1 ± 1,8b 
CML-3 87,7 ± 1,2b,c 1,1 ± 0,2b 
CEL-1 94,7 ± 0,2a – 
CEL-2 92,6 ± 0,6a,b – 
CEL-3 86,5 ± 2,9c – 
[1] Berechnung anhand der D360-Proben, siehe Kap. 4.2.1.3 (n = 3, Mittelwerte ± SD). [2] Werte mit verschie-
denen Buchstaben sind signifikant verschieden (P < 0,05, ANOVA, Scheffé-Test, SPSS). [3] Fraktionierung 
mittels semipräparativer GPC, Trenngrenze ca. 250 Da (vgl. Kap. 3.6.3), Berechnung siehe Kap. 4.2.1.4 (D360-
Proben, n = 3, Mittelwerte ± SD). –, nicht bestimmt. 
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Dies bedeutet, dass selbst wenn Trypsin inhibiert werden sollte, die ergänzenden Substratspe-
zifitäten der pankreatischen Peptidasen diesen Effekt nivellieren können. Dementsprechend 
hat die Carboxyalkylierung auch keinen Einfluss auf die Freisetzung von Tyrosin und 
Tryptophan, da Chymotrypsin und Carboxypeptidase A nicht beeinflusst werden. Eine leichte 
Senkung der Verdaubarkeit war bereits in dem Casein zu verzeichnen, das lediglich mit dem 
Reduktionsmittel inkubiert worden war. 
4.2.5.3 Proteolytische Freisetzung von CML 8 
Bereits aus dem nur schwach carboxymethylierten Casein CML-1 ist CML 8 relativ schlecht 
in die mittels semipräparativer GPC abtrennbare niedermolekulare Fraktion freisetzbar 
(Tabelle 4-13, Abbildung 4-20). Somit verhält es sich wie saure Aminosäuren (Asp, Glu), die 
ebenfalls nur in geringem Maße freigesetzt werden. Auch Phosphopeptide sind relativ 
resistent gegen den Abbau durch pankreatische Peptidasen (Picariello et al., 2010), da es 
unter diesen Peptidasen keine gibt, die bei sauren Aminosäuren spaltet. Daher sind saure 
Aminosäuren und damit auch das CML 8 in höhermolekularen Peptiden angereichert. 
Wie bei den AP-Caseinen sinkt mit zunehmendem Modifizierungsgrad die Freisetzbarkeit der 
Aminosäuren im allgemeinen, die von Ile, His und Lys besonders deutlich. Auch die CML-
Freisetzung sinkt mit zunehmendem Modifizierungsgrad. 
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Abbildung 4-20: Freisetzung einzelner Aminosäuren und des CML 8 aus carboxymethylierten 
Caseinen in die mittels semipräparativer GPC abgetrennte niedermolekulare Peptidfraktion.  
Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6.2, Fraktionierung und Analyse der Fraktionen 
nach Kap. 3.6.3. Als Vergleichswert ist die Aminosäureverteilung des nativen Caseins (nat. Cas.) 
gezeigt. Asp: Summe aus Asparagin und Asparaginsäure. Thr: Summe aus Threonin und glycosylier-
tem Threonin. Mittelwerte ± SD, n = 3.  
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4.2.6 Simulierte gastrointestinale Verdauung 3-DG-modifizierter Caseine 
4.2.6.1 Charakterisierung der 3-DG-modifizierten Caseine 
Eine selektive Modifizierung von proteingebundenem Lysin zu Pyrralin 33 wurde in der 
Literatur bisher nicht beschrieben und sollte in dieser Arbeit, in Anlehnung an die Synthese-
bedingungen für freies Pyrralin (Henle und Bachmann, 1996), durch trockene Inkubation von 
Casein mit 3-DG durchgeführt werden. In Lösung werden Lysinreste durch 3-DG 11 nur in 
geringem Maße modifiziert (Hayase et al., 1989), auch tritt mehr Argininderivatisierung auf, 
da Argininreste gegenüber α,β-Dicarbonylverbindungen reaktiver sind als Lysinreste 
(Takahashi, 1977a,b; Krause, 2004). 3-DG 11 wurde in etwa zweifachem molarem Über-
schuss gegenüber Lysin eingesetzt. Mit zunehmender Inkubationszeit nahm, wie erwartet, der 
Pyrralingehalt der Caseine zu, daneben zeigten sich nach enzymatischer Hydrolyse keine 
weiteren „neuen“ Chromophore im HPLC-Chromatogramm (Abbildung 4-21). Die Caseine 
Pyrr-2, Pyrr-3 und Pyrr-4 waren schwach gelb gefärbt. 
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Abbildung 4-21: RP-HPLC-Chromatogramme der 3-DG-modifizierten Caseine und des nativen 
Caseins.  
Modifizierung der Caseine nach Kap. 3.5.3.1, enzymatische Hydrolyse nach Kap. 3.2.1.2, RP-HPLC 
nach Kap. 3.2.2.3. 
Die hier gewählte Derivatisierungsmethode ist demnach in Bezug auf die Anreicherung UV-
aktiver Verbindungen sehr selektiv. Die Analyse einzelner Aminosäuren in diesen Caseinen 
wurde nach enzymatischer Hydrolyse durchgeführt, da Pyrralin 33 und 3-DG-H 43 während 
der sauren Hydrolyse nicht stabil sind. 3-DG-H 43 konnte in den enzymatischen Hydrolysaten 
mittels ASA unter Verwendung des Trennprogramms Li-3 (vgl. Kap. 3.2.4.3) bestimmt 
werden. 
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Nur etwa die Hälfte der Lysinblockierung kann mit dem Pyrralingehalt der Caseine erklärt 
werden (Tabelle 4-14). Daneben war auch ein relativ starker Argininabbau zu verzeichnen, 
der, außer im Casein Pyrr-4, vor allem der Bildung von 3-DG-H 43 zugeschrieben werden 
kann. Durch saure Hydrolyse konnte Arginin vollständig regeneriert werden, während die 
Lysinderivate z.T. säurestabil waren. Als zusätzliche Lysinderivate kommen daher vor allem 
säurestabile Verbindungen wie DOLD 49c und MOLD 49b (Abbildung 2-6) infrage, die 
jedoch bei diesen Caseinen nicht analysiert wurden. Pyrralingehalte wie die der Caseine 
Pyrr-1 und Pyrr-2 werden auch in Lebensmitteln wie Zwieback oder Brotkruste gemessen 
(Tabelle 2-2). 
Tabelle 4-14: Charakterisierung der 3-DG-modifizierten Caseine. 
Casein[1] Pyrralin-
Gehalt [2] 
χLys,mod
[3] 3-DG-H-
Gehalt [4] 
χArg,mod
[3] QVCAS
[5] 
 [mol-%]Lys [mol-%]Lys [mol-%]Arg [mol-%]Arg [%] 
Natives Casein n.n. n..n n.n. n.n. 17,2 
Pyrr-BW n.n. n.n. n.n. n.n. 20,7 
Pyrr-1 7,3 11,5 7,9 2,3 48,8 
Pyrr-2 17,3 28,3 13,0 16,2 62,3 
Pyrr-3 20,9 39,2 16,9 22,8 62,7 
Pyrr-4 30,2 57,2 19,9 34,6 54,2 
[1] Modifizierung nach Kap. 3.5.3.1. [2] Bestimmung mittels HPLC nach Kap. 3.2.2.3. [3] χLys,mod und χArg,mod 
wurden mit den nach enzymatischer Hydrolyse bestimmten Aminosäuregehalten berechnet nach Kap. 3.5.6.  
[4] Bestimmung mittels Aminosäureanalyse nach Kap. 3.2.4.3. [5] Bestimmung mittels GPC nach Kap. 3.2.3.1. 
n.n., nicht nachweisbar. 
In den modifizierten Caseinen ist auch QVCAS deutlich erhöht. Der Mindestgehalt an CLAS, 
der nötig ist, um die Erhöhung der Quervernetzung zu erklären, liegt in der Größenordnung 
von etwa 20% des Pyrralingehaltes. Bei Pyrr-4 ist die gemessene QVCAS geringer als bei 
Pyrr-3, allerdings war dieses Casein in dem zur Elution verwendeten 6 N Harnstoffpuffer 
(vgl. Kap. 3.2.3.1) nicht mehr vollständig löslich. Produkte, die als CLAS in Frage kommen, 
sind neben DOLD 49c und MOLD 49b auch die nicht säurestabilen Verbindungen DO-
DIC 50c und der Pyrralin-Ethercrosslink 52. Pentosidin 47 und LAL 61 waren in den Casei-
nen nicht nachweisbar. 
Es stellt sich die Frage, wie die Selektivität der Pyrralinanreicherung verbessert werden kann. 
Hayase et al. (1989) kuppelten Lysinreste in Proteinen wie Polylysin und BSA mit Amino-
caproylpyrralin 108 unter Verwendung von Peptidkupplungsreagenzien. Das dabei entstehen-
de Pyrralinderivat 109 (Abbildung 4-22A) weicht allerdings strukturell stark vom Pyrralin 33 
ab, so dass die Übertragbarkeit von mit 109 gewonnenen Ergebnissen auf 33 eingeschränkt 
ist. Um die Argininderivatisierung zu unterdrücken, bietet sich die temporäre Schützung der 
Argininseitenketten an. Dies kann durch Einführung der Dihydroxycyclohexylen-
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Schutzgruppe erreicht werden (Verbindung 110). Aus dieser Verbindung kann die Schutz-
gruppe durch Inkubation mit TRIS abgespalten werden (Patthy und Smith, 1975; Hevelke et 
al., 1982), wobei allerdings in geringem Maße Nebenreaktionen an Lysinseitenketten möglich 
sind (Hevelke et al., 1982, Abbildung 4-22B).  
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Abbildung 4-22: Möglichkeiten zur Erhöhung der Selektivität bei der Anreicherung von Pyrralin in 
Proteinen (Literatur siehe Text). 
 
 
4.2.6.2 Verdaubarkeit 3-DG-modifizierter Caseine 
Mit steigendem Modifizierungsgrad wird die Löslichkeit der 3-DG-modifizierten Caseine 
unter Magenbedingungen immer stärker eingeschränkt. Das Casein Pyrr-4 war erst nach 4 h 
Darmverdauung vollständig gelöst. Die Löslichkeitsverläufe für einzelne Caseine sind in 
Abbildung 4-23 dargestellt.  
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Abbildung 4-23: Löslichkeit des nativen im Vergleich zu 3-DG-modifizierten Caseinen während der 
simulierten gastrointestinalen Verdauung.  
Berechnung siehe Kap. 4.2.1.3. 
Aus den mittels GPC gemessenen Proben sind somit nur Aussagen über einen in diesem Fall 
relativ geringen löslichen Anteil der Caseine möglich. Bei diesen Caseinen können zudem 
nicht wie bei den bisherigen Caseinen die Flächen A280 verglichen werden, da mit Pyrralin 33 
ein weiteres bei 280 nm absorbierendes Chromophor hinzukommt, so dass die Gesamt-
peakflächen in den Chromatogrammen der 3-DG-modifizierten Caseine mit steigender 
Modifizierung zunahmen. Bei den Pyrr-Caseinen wurde die Extinktion ebenfalls bei 297 nm 
gemessen. Der Anteil der Chromophore des nativen Caseins an der Peakfläche A297 der Pyrr-
Caseine liegt bei lediglich 3–13%. Es ist damit zunächst möglich, nach Abzug der Peakfläche 
A297 des nativen Caseins gezielt die Verteilung des Pyrralins in verschiedene Molmassenfrak-
tionen zu beurteilen: 
).()( 297297,297 CasnatACasPyrrAA Diff   
Mit den Peakflächen A297,Diff, die allein auf das Pyrralin zurückzuführen sind (Abbildung 
4-21) kann die Peakfläche A280,Pyrr berechnet werden, die durch das Pyrralin bei 280 nm 
verursacht wird, da das Verhältnis der molaren Extinktionskoeffizienten des Pyrralins bei 
diesen Wellenlängen aus Kalibrierexperimenten bekannt ist (ε297/ε280 = 1/0,65). Subtrahiert 
man A280,Pyrr von der bei 280 nm gemessenen Peakfläche, so ergibt sich die korrigierte 
Peakfläche A280,korr:  
DiffPyrrkorr AAAAA ,297280,280280,280 65,0   
Die Peakflächen A280,korr der 3-DG-modifizierten Caseine sind untereinander und mit denen 
anderer Caseine vergleichbar, da die Absorption praktisch nur noch von Tyrosin und Tryp-
tophan verursacht wird.  
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Die Verdaubarkeit der 3-DG-modifizierten Caseine ist unter Magenbedingungen vor allem 
durch die schlechte Löslichkeit eingeschränkt. Im löslichen Anteil zeigt sich (auf sehr 
geringem Niveau) eine gewisse Verbesserung der Hydrolysierbarkeit, da mit zunehmendem 
Pyrralingehalt der Anteil der Peptide < 1000 Da wächst. Dies kann darin begründet liegen, 
dass durch die Anreicherung von Pyrralin 33 als hydrophober Aminosäure zusätzliche 
Spaltstellen für die Endopeptidase Pepsin gebildet werden, so dass kleinere Peptide freigesetzt 
werden können. In Abbildung 4-24 ist die Verteilung der bei 280 nm absorbierenden Peptide 
(A280,korr) und der Pyrralinpeptide (A297,Diff) in einzelne Molmassenfraktionen zum Ende der 
Verdauung für zwei Caseinproben exemplarisch gezeigt. Bei dem gering modifizierten Casein 
Pyrr-1 weicht das Verteilungsmuster der Peptide bei 280 nm nur wenig von dem des nativen 
Caseins ab; bei Pyrr-4 dagegen ist ein Trend zu längerkettigen Peptiden erkennbar.  
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Abbildung 4-24: Simulierte gastrointestinale Verdauung 3-DG-modifizierter Caseine — Verteilung 
der Peptide und Aminosäuren in Molmassenbereiche MW-1 bis MW-7. 
Durchführung der simulierten Verdauung nach Kap. 3.6.2, Durchführung der analytischen GPC nach 
Kap. 3.2.3.2. Berechnung der Peakflächenanteile nach Kap. 4.2.1.3 und Text. 
Die Verteilung der Pyrralinpeptide (A297,Diff) zeigt dagegen in beiden Caseinen ein deutlich 
von der Verteilung der aromatischen Aminosäuren Tyr und Trp abweichendes Muster. 
Beispielsweise liegen im Casein Pyrr-4 nur 20% des Tyrosins und Tryptophans in Peptiden 
zwischen 1 und 20 kDa gebunden vor, aber 40% des Pyrralins 33. Freies Pyrralin 33 eluiert in 
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der Fraktion MW-6, so dass sich aus dem Verteilungsmuster bereits herauslesen lässt, dass 
maximal 4% des Pyrralins 33 während der Verdauung als Aminosäure freigesetzt werden 
können.  
Die Verdaubarkeit aller Caseine ist in Tabelle 4-15 verglichen. Bei beiden Auswertungsmodi 
(A280,korr und A297,Diff) ergibt sich eine deutliche Verschlechterung der Verdaubarkeit mit 
zunehmendem Modifizierungsgrad. Unabhängig vom Modifizierungsgrad liegt die Verdau-
barkeit φMW4-7,297,Diff etwa 30% unter φMW4-7,280,korr. Dies bedeutet, dass Pyrralin 33 schlechter 
in niedermolekulare Peptide freisetzbar ist als Tyr oder Trp. Bei vergleichbarer Lysin-
blockierung sind die Pyrr-Caseine etwas schlechter verdaubar als die AP-Caseine, was mit der 
bei den Pyrr-Caseinen höheren Quervernetzung begründet werden kann.  
Tabelle 4-15: Verdaubarkeit der 3-DG-modifizierten Caseine und Freisetzbarkeit des Pyrralins 33. 
Casein Verdaubarkeit  
(φMW4-7,280,korr)
[1,2] 
Verdaubarkeit  
(φMW4-7,297,Diff)
[2,3] 
Freisetzbarkeit des 
Pyrralins 33[2,4] 
 [%] [%] [%] 
Natives Casein 96,9 ± 2,0a – – 
Pyrr-BW 96,3 ± 0,1a,b – – 
Pyrr-1 90,9 ± 2,2b 64,8 ± 3,2a 26,1 ± 3,1a 
Pyrr-2 84,5 ± 1,2c 58,3 ± 3,6a,b 23,2 ± 1,8a,b 
Pyrr-3 82,3 ± 1,9c 56,5 ± 2,6a,b 21,9 ± 0,2a,b 
Pyrr-4 75,5 ± 1,5d 51,8 ± 3,2b 19,0 ± 0,9b 
[1] Berechnung anhand der D360-Proben, siehe Kap. 4.2.1.3 (Flächenwerte A280,korr, n = 3, Mittelwerte ± SD). 
[2] Werte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant verschieden (P < 0,05, ANOVA, Scheffé-Test, SPSS). 
[3] Berechnung siehe Kap. 4.2.1.3 (D360-Proben, Flächenwerte A297,Diff, n = 3, Mittelwerte ± SD). [4] Fraktio-
nierung mittels semipräparativer GPC, Trenngrenze ca. 250 Da (vgl. Kap. 3.6.3), Berechnung siehe Kap. 4.2.1.4 
(D360-Proben, n = 3, Mittelwerte ± SD). –, nicht bestimmt. 
4.2.6.3 Proteolytische Freisetzung von Pyrralin 33 
Nach semipräparativer Trennung der verdauten Lösungen wurden die HMW- und LMW-
Fraktionen enzymatisch hydrolysiert. Vor dem Hintergrund der reduzierten Verdaubarkeit der 
Pyrr-Caseine muss davon ausgegangen werden, dass auch während der enzymatischen 
Hydrolyse die Peptide in den HMW-Fraktionen nicht vollständig hydrolysiert werden und 
Pyrralin 33 und 3-DG-H 43 somit nicht vollständig als freie Aminosäuren freigesetzt werden. 
Dadurch würden sich leicht überschätzte Freisetzungsraten ergeben. 
Die Verteilung des Pyrralins 33 in HMW- und LMW-Fraktionen wurde nach enzymatischer 
Hydrolyse mit dem in Kap. 3.2.2.3 angegebenen RP-HPLC-System analysiert. Die Verteilung 
des 3-DG-H 43 konnte mittels Aminosäureanalyse nicht bestimmt werden, da es mit einer 
unbekannten Substanz aus dem synthetischen Magen- oder Darmsekret coeluierte. Anders als 
bei den AP- und CML-Caseinen ist die Freisetzbarkeit des Pyrralins 33 kaum abhängig vom 
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Modifizierungsgrad und liegt bei 19–26%. Bei diesen Caseinen wurden die D360-Proben 
zusätzlich ohne enzymatische Hydrolyse per RP-HPLC analysiert. Freies Pyrralin 33 war 
nicht nachweisbar (Abbildung 4-25), was im Einklang mit den GPC-Ergebnissen zur Mol-
massenverteilung nach simulierter Verdauung steht (Abbildung 4-24). In den HPLC-
Chromatogrammen der D360-Proben zeigten sich jedoch zahlreiche weitere Peaks, die 
pyrralinhaltigen Peptiden entsprechen sollten. 
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Abbildung 4-25: RP-HPLC-Chromatogramme der D360-Proben ausgewählter 3-DG-modifizierter 
Caseine und des nativen Caseins.  
Simulierte gastrointestinale Verdauung und Aufarbeitung der Proben nach Kap. 3.6.2. RP-HPLC nach 
Kap. 3.2.2.3. 
Die nach enzymatischer Hydrolyse der HMW- und LMW-Fraktionen bestimmten Freiset-
zungsraten anderer basischer und aromatischer Aminosäuren sind deutlich höher als die des 
Pyrralins 33. Auch aus den 3-DG-modifizierten Caseinen sind noch 50–70% des Tyrosins, 
Phenylalanins und Lysins in die LMW-Fraktion freisetzbar. Neben aromatischem und 
basischem Charakter besitzt die Seitenkette des Pyrralins 33 mit einer Hydroxymethyl- und 
einer Aldehydgruppe Strukturmerkmale, die möglicherweise die Wechselwirkung mit den 
aktiven Zentren von Peptidasen behindern können.  
Für eine Reihe substituierter Pyrrole und Furane, darunter auch Pyrralin 33, wurde eine 
hemmende Wirkung auf Carboxypeptidase A und Aminopeptidase N nachgewiesen (Öste et 
al., 1987). In den hier durchgeführten Studien wurde die Freisetzung von Tyrosin und 
Phenylalanin aus den 3-DG-modifizierten Caseinen jedoch bei steigendem Pyrralingehalt der 
Caseine nicht deutlicher inhibiert als nach der Verschlechterung der Verdaubarkeit allgemein 
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zu erwarten gewesen wäre. Eine Hemmung der Carboxypeptidase A durch proteingebundenes 
bzw. während der Verdauung freigesetztes Pyrralin 33 konnte also nicht verifiziert werden. 
4.2.7 Simulierte gastrointestinale Verdauung ribosemodifizierter Caseine 
4.2.7.1 Charakterisierung der ribosemodifizierten Caseine 
Wird Casein zur Anreicherung von Pentosidin 47 im schwach Basischen mit Ribose inkubiert, 
sind sehr lange Inkubationszeiten nötig (Silow, 2009). Mit der hier erarbeiteten Methode sollte 
die Bildung alkali-induzierter CLAS minimiert werden. Es wurde zunächst der Precursor 
Ribuloselysin 83 im Casein angereichert. Überschüssige Ribose wurde duch Dialyse entfernt. 
Die ribulosylierten Caseine wurden dann bei pH 9,0 für kurze Zeit bei 80 °C inkubiert. 
Pentosidin 47 bildet sich aus Ribuloselysin 83 nach dem in Abbildung 4-26 gezeigten 
Mechanismus (Biemel et al., 2001; Cho et al., 2007). In der Zuckerkette des Ribulosely-
sins 83 kommt es nach Carbonylwanderung und Dehydratisierung durch Ringschluss der 
Dicarbonylverbindung 111 zur Bildung des Tetrahydropyridinons 112, an das sich Arginin 
anlagert. Nach Dehydratisierung und Oxidation entsteht Pentosidin 47. Dass die Quervernet-
zung glykierter Proteine auch noch nach Entfernung reduzierender Zucker ablaufen kann, 
zeigten bereits Eble et al. (1983).  
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Abbildung 4-26: Bildung von Pentosidin 47 aus Ribuloselysin 83. Literatur siehe Text.  
Die mit dieser Methode erhaltenen Caseine wiesen Pentosidingehalte auf, die im Bereich von 
Gehalten in Lebensmitteln liegen (Tabelle 2-2, Tabelle 4-16). Auch im Casein Pent-1 kann 
bereits Pentosidin 47 bestimmt werden. Die Caseine Pent-4 und Pent-5 waren nach Dialyse 
und Gefriertrocknung leicht gelblich gefärbt. Die Lysin- und Argininblockierung wurde nach 
enzymatischer Hydrolyse bestimmt, um Ribuloselysin 83 mit zu erfassen. Die so berechnete 
Lysin- und Argininblockierung kann jedoch bei weitem nicht durch den Pentosidingehalt 
erklärt werden (Tabelle 4-16).  
Die Selektivität der Modifizierung ist bei diesen Caseinen damit bedeutend schlechter als 
erwartet. Sie ließe sich möglicherweise erhöhen, wenn in der ersten Modifizierungsstufe 
Ribose in geringerem Überschuss eingesetzt würde und die Anreicherung des Ribulose-
lysins 83 über einen kürzeren Zeitraum erfolgte. 
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Tabelle 4-16: Charakterisierung der ribosemodifizierten Caseine. 
Casein[1] Pentosidin-Gehalt[2] χLys,mod
[3] χArg,mod
[3] QVCAS
[4] 
 [mol-%]Lys [mol-%]Arg [mol-%]Lys [mol-%]Arg [%] 
Natives Casein n.n. n.n. n.n. n.n. 17,2 
Pent-1 0,01 0,02 14,3 4,3 62,3 
Pent-2 0,07 0,19 19,8 6,5 69,1 
Pent-3 0,12 0,31 25,3 12,1 64,3 
Pent-4 0,10 0,27 31,2 15,8 81,0 
Pent-5 0,14 0,37 37,8 25,0 87,8 
[1] Modifizierung nach Kap. 3.5.1.2. [2] Bestimmung mittels HPLC nach Kap. 3.2.2.4. [3] χLys,mod und χArg,mod 
wurden mit den nach enzymatischer Hydrolyse bestimmten Aminosäuregehalten berechnet nach Kap. 3.5.6.  
[4] Bestimmung mittels GPC nach Kap. 3.2.3.1. n.n., nicht nachweisbar. 
Alle Caseine zeichnen sich durch eine sehr hohe QVCAS aus. Die daraus berechnete Mindest-
konzentration an quervernetzenden Aminosäuren CLASmin kann nur zu 0,2 bis 0,7% durch 
Pentosidin 47 erklärt werden. Auch in dem nicht erhitzten, lediglich ribulosylierten Casein 
Pent-1 wurde bereits eine hohe Quervernetzung gemessen — daher liegt der Schluss nahe, 
dass am Zuckerrest des Ribuloselysins Fragmentierungsreaktionen ablaufen, wie sie von Kato 
et al. (1986) für Tagatoselysin 81 beschrieben wurden (Abbildung 4-27). So könnten aus dem 
Ribuloselysin 83 Glycolaldehyd 26, das AP 113 und der Aldehyd 114 entstehen, die allesamt 
sehr reaktiv sind, da sie nur in offenkettigen Formen vorliegen, und in der Folge Quervernet-
zungsreaktionen auslösen können.  
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Abbildung 4-27: Mögliche Abbaureaktion des Ribuloselysins 83 über die offenkettige Form.  
4.2.7.2 Verdaubarkeit ribosemodifizierter Caseine und proteolytische Freisetzung 
von Pentosidin 47 
Trotz der sehr hohen Quervernetzung waren alle Pent-Caseine schneller gelöst als die Pyrr-
Caseine (vgl. Kap. 4.2.6.2). Bereits nach 1 h unter Darmbedingungen waren in den Ansätzen 
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keine ungelösten Proteinpartikel mehr erkennbar. Mit zunehmender Lysinblockierung kommt 
es zu einem sehr deutlichen Anstieg der Peakflächenanteile vor allem in den Fraktionen 
MW-1 und MW-2, d.h. die Caseine lösen sich zwar recht schnell, ihr Abbau zu kurzkettigen 
Peptiden ist aber stark inhibiert. Dementsprechend ist auch die Verdaubarkeit insgesamt 
eingeschränkt (Tabelle 4-17). Bei den Ribose-modifizierten Caseinen kann durch Messung 
der Fluoreszenz bei der RP-HPLC eine direkte Aussage auch über die Verdaubarkeit des 
Pentosidins gemacht werden. Diese bleibt bei allen Caseinen weit hinter der der aromatischen 
Aminosäuren zurück, wie der Vergleich der Werte φMW4-7,280 und φMW4-7,Fluo zeigt (Tabelle 
4-17). Dies deutet bereits darauf hin, dass sich Pentosidin 47 in höhermolekularen Peptiden 
anreichert. 
Tabelle 4-17: Verdaubarkeit der Ribose-modifizierten Caseine und Freisetzbarkeit des Pentosidins 47. 
Casein Verdaubarkeit  
(φMW4-7,280)
[1,2] 
Verdaubarkeit  
(φMW4-7,Fluo)
[2,3] 
Freisetzbarkeit des 
Pentosidins 47[2,4] 
 [%] [%] [%] 
Natives Casein 96,9 ± 2,0a – – 
Pent-1 70,7 ± 0,6b 43,5 ± 0,4a 16,7 ± 2,3a 
Pent-2 66,6 ± 0,6c 35,3 ± 2,0b 12,6 ± 0,7b 
Pent-3 61,1 ± 0,6d 33,9 ± 1,4b 10,9 ± 0,6b,c 
Pent-4 52,3 ± 0,4e 24,7 ± 0,5c 8,8 ± 0,4c 
Pent-5 48,4 ± 0,4f 31,8 7,9 ± 0,4c 
[1] Berechnung anhand der D360-Proben, siehe Kap. 4.2.1.3 (Flächenwerte A280, n = 3, Mittelwerte ± SD).  
[2] Werte mit verschiedenen Buchstaben sind signifikant verschieden (P < 0,05, ANOVA, Scheffé-Test, SPSS). 
[3] Berechnung siehe Kap. 4.2.1.3 (D360-Proben, Flächenwerte AFluo, n = 1-3, Mittelwerte ± SD). [4] Fraktionie-
rung mittels semipräparativer GPC, Trenngrenze ca. 250 Da (vgl. Kap. 3.6.3), Berechnung siehe Kap. 4.2.1.4 
(D360-Proben, n = 3, Mittelwerte ± SD). –, nicht bestimmt. 
Die Werte für die Verdaubarkeit sind bei vergleichbarer Lysinblockierung geringer als die der 
alkalisch modifizierten Caseine und bei vergleichbarem QVCAS geringer als die der enzyma-
tisch quervernetzten Caseine. Verglichen mit den anderen Quervernetzungsprodukten LAL 61 
und Lys(γ-Glu) 53 ist Pentosidin 47 allerdings aus allen Caseinen besser freisetzbar. Wie 
beim Pyrralin 33 konnte in den D360-Proben unter Verwendung des in Kap. 3.2.2.4 angege-
benen HPLC-Systems kein Pentosidin 47 als freie Aminosäure nachgewiesen werden.  
Während der Analysen fiel auf, dass der Pentosidingehalt in den D360-Proben des Caseins 
Pent-1 etwa halb so hoch war wie in den D360-Proben des Caseins Pent-2, obwohl der im zur 
Verdauung eingesetzten Casein Pent-1 gemessene Pentosidingehalt wesentlich geringer war. 
In Abbildung 4-28 sind die Pentosidingehalte in den D360-Proben mit denen der modifizier-
ten Caseine verglichen. In den Caseinen Pent-1 und Pent-2 zeigen sich dabei signifikante 
Unterschiede. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass während der simulierten gastroin-
testinalen Verdauung bzw. während der Hitzebehandlung bei der Probennahme Pentosidin 47 
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entweder aus dem Precursor Ribuloselysin 83 oder anderen Zwischenprodukten (Abbildung 
4-26) nachgebildet wird. Diese nachträgliche Quervernetzung kann auch zwischen den 
während der Verdauung freigesetzten Edukten stattfinden und somit die etwas höhere 
„Freisetzung“ von Pentosidin 47 aus den Caseinen Pent-1 und Pent-2 erklären. Die Werte für 
die Freisetzbarkeit des Pentosidins 47 sind in diesem Falle wahrscheinlich nicht valide. Die 
Inaktivierung der Enzyme bei der Probennahme sollte bei diesen Caseinen daher besser nicht 
durch 10-minütige Inkubation bei 100 °C erfolgen, sondern durch zügiges Einfrieren und 
direkte Messung der aufgetauten Proben. 
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Abbildung 4-28: Vergleich der Pentosidingehalte in den Pent-Caseinen vor und nach der simulierten 
gastrointestinalen Verdauung.  
Messung des Pentosidins 47 nach saurer Hydrolyse durch RP-HPLC nach Kap. 3.2.2.4, Aminosäure-
analyse (Tyrosin) nach Kap. 3.2.4.3. Mittelwerte ± SD, n = 3. Mittelwertvergleich mit dem t-Test. n.s., 
nicht signifikant. **, P < 0,01. 
4.2.8 Simulierte gastrointestinale Verdauung MGO-modifizierter Caseine 
4.2.8.1 Charakterisierung der MGO-modifizierten Caseine 
In Anlehnung an Glorieux et al. (2004) wurde MGO 28 in Lösung bei pH 7,4 mit Casein 
inkubiert. Unterschiedliche Modifizierungsgrade sollten durch die Inkubationsdauer einge-
stellt werden. Dieses Ziel wurde mit den hier verwendeten Bedingungen (vgl. Kap. 3.5.3.2) 
jedoch nicht erreicht: Die MG-H1-Gehalte, die Argininblockierung und QVCAS der Caseine 
unterscheiden sich nicht wesentlich (Tabelle 4-18). Als Nebenprodukt ist auch Arg-
pyrimidin 40 in relativ hohen Mengen entstanden. MG-H1 37 und Argpyrimidin 40 allein 
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können jedoch die gesamte Argininmodifizierung nicht erklären. Wahrscheinlich sind Arginin 
und seine Derivate auch an Quervernetzungen beteiligt. Als CLAS kommen z.B. MOLD 49b 
und MODIC 50b infrage. CLASmin, die Mindestkonzentration quervernetzender Amino-
säuren, liegt etwa doppelt so hoch wie die Argininblockierung; auch z.B. Lysin muss also in 
Quervernetzungsprodukten gebunden sein. LAL 61 und Pentosidin 47 konnten in den 
Caseinen nicht nachgewiesen werden.  
Unterschiedliche MG-H1-Gehalte in den Caseinen könnten alternativ zu dem hier angewen-
deten Verfahren durch Inkubation von Casein mit MGO 28 in unterschiedlichen Verhältnissen 
für die gleiche Zeit erreicht werden. Die MGO-Zugabe sollte gestaffelt erfolgen. 
Tabelle 4-18: Charakterisierung der MGO-modifizierten Caseine. 
Casein[1] MG-H1-
Gehalt [2] 
Argpyrimi-
din-Gehalt[3] 
χArg,mod
[4] χLys,mod
[4] QVCAS
[5] 
 [mol-%]Arg [mol-%]Arg [mol-%]Arg [mol-%]Lys [%] 
Natives Casein n.n. n.n. n.n. n.n. 17,2 
MGO-BW n.n. n.n. n.n. n.n. 24,4 
MGO-1 14,8 6,7 48,2 2,4 56,8 
MGO-2 11,6 8,9 37,7 6,7 54,5 
MGO-3 14,8 7,5 42,0 7,4 63,0 
[1] Modifizierung nach Kap. 3.5.3.2. [2] Bestimmung nach enzymatischer Hydrolyse mittels ASA nach Kap. 
3.2.4.3. [3] Bestimmung nach saurer Hydrolyse mittels RP-HPLC nach Kap. 3.2.2.4. [4] χLys,mod und χArg,mod 
wurden mit den nach enzymatischer Hydrolyse bestimmten Aminosäuregehalten berechnet nach Kap. 3.5.6.  
[5] Bestimmung mittels GPC nach Kap. 3.2.3.1. n.n., nicht nachweisbar. 
4.2.8.2 Verdaubarkeit MGO-modifizierter Caseine und proteolytische Freisetzung 
von MG-H1 37 
Wie die Pent-Caseine waren auch die MGO-Caseine unter Magenbedingungen eher schlecht, 
unter Darmbedingungen dagegen relativ gut löslich.7 Mit zunehmender Inkubationsdauer der 
Caseine reichern sich Peptide in den Fraktionen MW-1 und MW-2 an, die Freisetzung in alle 
niedermolekularen Fraktionen war behindert. Diese Verschlechterung der Verdaubarkeit 
korreliert mit keinem der analysierten Charakteristika (Tabelle 4-18). Denkbar ist, dass es 
nach dem Erreichen des bereits sehr hohen QVCAS nach 15 min Inkubation (Casein MGO-1) 
im weiteren Verlauf zu verstärkter intramolekularer Quervernetzung kam.  
MG-H1 37 wird zu etwa 11–15% in die niedermolekulare Peptidfraktion freigesetzt. Bei der 
Freisetzbarkeit anderer Aminosäuren sind keine Tendenzen erkennbar. Die Freisetzbarkeit des 
Argpyrimidins 40 wurde nicht bestimmt. 
                                                 
7 Teile der Daten zur Verdaubarkeit MGO-modifizierter Caseine wurden in der wissenschaftlichen Abschlussar-
beit von Christoph Silow (2009) erarbeitet. 
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Tabelle 4-19: Verdaubarkeit der MGO-modifizierten Caseine und Freisetzbarkeit des MG-H1 37. 
Casein Verdaubarkeit (φMW4-7)
[1,2]  Freisetzbarkeit des MG-H1 37[2,3] 
 [%] [%] 
Natives Casein 96,9 ± 2,0a – 
MGO-BW 93,7 ± 0,3b – 
MGO-1 83,8 ± 0,8c 11,3 ± 0,5a 
MGO-2 76,7 ± 0,7d 12,8 ± 1,4a,b 
MGO-3 70,5 ± 0,5e 15,6 ± 1,3b 
[1] Berechnung anhand der D360-Proben, siehe Kap. 4.2.1.3 (n = 3, Mittelwerte ± SD). [2] Werte mit verschie-
denen Buchstaben sind signifikant verschieden (P < 0,05, ANOVA, Scheffé-Test, SPSS). [3] Fraktionierung 
mittels semipräparativer GPC, Trenngrenze ca. 250 Da (vgl. Kap. 3.6.3), Berechnung siehe Kap. 4.2.1.4 (D360-
Proben, n = 3, Mittelwerte ± SD). –, nicht bestimmt. 
4.2.9 Diskussion der Verdauungsstudien 
4.2.9.1 Verdauungs- und freisetzungsbeeinflussende Faktoren 
Die aktiven Zentren der gastrointestinalen Peptidasen sind strukturell aufgeklärt (Steitz et al., 
1969; Atlas, 1975; Kraut, 1977; Kim et al., 1991). Die Substratspezifität einzelner Peptidasen 
entsteht dadurch, dass in unmittelbarer Nähe der katalytisch wirkenden Aminosäurereste 
Regionen unterschiedlicher Polarität und Ladung liegen, die unterschiedliche Wechselwir-
kungen mit dem Substrat eingehen können und so den Enzym-Substrat-Komplex stabilisieren 
oder destabilisieren. Diese Regionen werden auch als „Bindungstaschen“ oder allgemeiner als 
„subsites“ bezeichnet (Abbildung 4-29A). Die Zählung der subsites erfolgt von der kataly-
tisch aktiven Stelle aus. Die Peptidasen unterscheiden sich in ihrer Spezifität bezüglich der 
subsites, zum Teil sind noch Wechselwirkungen bis S3 (Carboxypeptidase A) bzw. zwischen 
S5 und S3’ (Elastase) entscheidend für die Affinität (Atlas, 1975; Kraut, 1977; Rees und 
Lipscomb, 1981). Die Wechselwirkung mit den subsites wird vor allem über die Aminosäure-
seitenketten der Substrate vermittelt. 
Die Verdauung kann durch die Quervernetzung der Proteine behindert werden. Hierdurch 
können die spezifischen Spaltstellen einzelner Peptidasen verlegt und aufgrund sterischer 
Hinderung nicht mehr erreichbar sein (Abbildung 4-29B). Die quervernetzten Peptidketten 
sind in ihrer Konformation nicht mehr so variabel wie die nativen Stränge (Desrosiers et al., 
1989; Bulteau et al., 2001). Wenn Polypeptidstränge über ihre Seitenketten quervernetzt 
werden, ist es möglich, dass gleichzeitig die Wechselwirkung auch der flankierenden Amino-
säuren mit den entsprechenden subsites verhindert wird.  
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Abbildung 4-29: Einfluss der Proteinquervernetzung auf die Substraterkennung durch Peptidasen. 
A: Native Polypeptidkette am aktiven Zentrum einer Peptidase. Nomenklatur der subsites (S) und 
Aminosäurereste in der Polypeptidkette (P) nach Schechter und Berger (1966). B: Quervernetzte 
Polypeptidkette am aktiven Zentrum einer Peptidase. 
Ein Vergleich der Verdaubarkeit der alkalisch quervernetzten und der enzymatisch querver-
netzten Caseine zeigt, dass auch die Art der Quervernetzung entscheidend ist. Die gute 
Verdaubarkeit der IP-Caseine (vgl. Kap. 4.2.3.2) kann einerseits mit der geringeren Lysinblo-
ckierung, aber auch mit Unterschieden in der Struktur erklärt werden, die in Abbildung 4-30 
am Beispiel von Dimeren exemplarisch dargestellt sind. Während in den IP-Caseinen die 
Bildung von Lys(γ-Glu) 53 praktisch ausschließlich intermolekular stattfindet, bildet sich in 
Abhängigkeit vom pH-Wert in den LAL-Caseinen auch intramolekular viel LAL 61 (vgl. 
Kap. 4.2.3.1), was die Beweglichkeit der Polypeptidketten stark einschränken kann. Bei 
enzymatisch quervernetzten Dimeren sollte dagegen die Spaltbarkeit von Bindungen, die in 
einiger Entfernung von der Isopeptidbindung liegen, nicht eingeschränkt sein, da die konfor-
mationelle Variabilität des restlichen Moleküls erhalten bleibt. Zusätzlich kommt es bei pH 12 
zur partiellen Hydrolyse der Caseine. 
 
pH 12pH 10pH 8
enzymatische
Quervernetzung alkalische Quervernetzung
Lys(γ-Glu) LAL  
Abbildung 4-30: Potentieller molekularer Aufbau der quervernetzten Caseine. Intra- und intermoleku-
lare Quervernetzung und partielle Hydrolyse am Beispiel der Dimeren.  
Berechnung der intra- und intermolekularen Anteile an der Quervernetzung der LAL-Caseine vgl. 
Kap. 4.2.3.1.  
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Speziell bei den LAL-Caseinen sollte auch die Racemisierung einen inhibierenden Effekt 
ausüben. Die Ausbildung der Enzym-Substrat-Komplexe gelingt mit D-konfigurierten 
Aminosäuren deutlich schlechter, wie in Studien mit einzelnen Peptidasen, darunter Pepsin 
(Hayashi und Kameda, 1980), Trypsin (Krause und Freimuth, 1985) und Carboxypeptidase A 
(Schechter und Berger, 1966) gezeigt wurde. Die Racemisierung einzelner Aminosäuren 
wurde in dieser Arbeit nicht bestimmt, sie korreliert jedoch mit der LAL-Bildung (Friedman 
et al., 1981; Friedman und Liardon, 1985).  
Durch die Modifizierung von Aminosäureresten kann sich ihre Ladung und Polarität 
ändern. Dies bedeutet, dass Wechselwirkungen mit einzelnen subsites inhibiert werden. Auf 
die Wechselwirkung flankierender Aminosäuren mit ihren subsites sollte die Modifizierung 
der Aminosäurereste aber weniger Einfluss haben als die Quervernetzung, da die sterische 
Hinderung geringer ist (Abbildung 4-29). Durch Seitenkettenmodifizierung sollte also die 
konformationelle Variabilität der Caseine erhalten bleiben. 
Da in dieser Arbeit vor allem die basischen Aminosäuren Lysin und Arginin modifiziert 
wurden, sollten vor allem Peptidasen gehemmt werden, die bei basischen Aminosäuren 
spalten, d.h. Trypsin und Carboxypeptidase B (Desrosiers et al., 1989). Anders als bei der 
Quervernetzung sind also nicht alle Peptidasen gleichermaßen betroffen. Aufgrund der 
ergänzenden Substratspezifitäten anderer Peptidasen (Chymotrypsin, Carboxypeptidase A) 
sollte auch bei Hemmung von Trypsin eine effektive Spaltung von Polypeptiden noch 
gewährleistet sein, da die Peptidolyseleistung zwischen den Enzymen anders verteilt werden 
kann. Dies würde zu einer Verschiebung des Spaltungsmusters führen, d.h. wenn wie z.B. bei 
den CML-Caseinen trotz starker Lysinmodifizierung das Molmassenmuster der Peptide nicht 
verändert ist, sollten diese Peptide dennoch im Vergleich zum nativen Casein veränderte 
Sequenzen aufweisen, was jedoch mittels GPC-UV nicht gemessen werden kann. An dieser 
Stelle bietet sich die Analyse des Peptidmusters mittels HPLC-MS an.  
Agudelo et al. (2004) schlossen aus Freisetzungsexperimenten, dass Aminosäuren schlecht 
freisetzbar sind, wenn sie schwer spaltbaren Peptidbindungen benachbart sind. Culver und 
Swaisgood (1989) und Desrosiers et al. (1989) postulierten, dass die Spaltbarkeit vor allem in 
unmittelbarer Nähe modifizierter Lysinreste eingeschränkt sein sollte. Studien, in denen 
gezielt der Einfluss der Modifizierung des Lysins auf die Hydrolysierbarkeit benachbarter 
Bindungen evaluiert wurde, fehlen in der Literatur jedoch (vgl. Kap. 4.2.9.3). 
Es ist allerdings auch denkbar, dass durch die Modifizierung neue Spaltstellen entstehen. 
Durch die Modifizierung von Lysin zu Pyrralin 33 wird die Spaltstalle zwar von Trypsin nicht 
mehr erkannt, aufgrund des hydrophoben Charakters des Pyrralins 33 könnte es aber eine 
Spaltstelle für Pepsin oder Chymotrypsin darstellen.  
Die nach Modifizierung veränderte Größe der Seitenkette scheint dagegen keinen wesentli-
chen Einfluss auf die Verdaubarkeit zu haben, da die lactulosylierten Caseine bei vergleichba-
rer Lysinmodifizierung stets etwas besser verdaubar waren als die fructosylierten.  
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4.2.9.2 Beeinflussung der Verdaubarkeit modifizierter Caseine 
Aminosäuremodifizierung, Quervernetzung und Racemisierung sollten also die Verdaubarkeit 
am stärksten beeinflussen. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, welcher der Effekte 
überwiegt. In Abbildung 4-31 ist die Verdaubarkeit der modifizierten Caseine (φMW4-7) über 
der Blockierung der basischen Aminosäuren (χbas,mod) bzw. QVCAS aufgetragen. Aus 
Abbildung 4-31A geht zunächst hervor, dass es keinen generellen Zusammenhang zwischen 
der Aminosäurederivatisierung und der Verdaubarkeit φMW4-7 gibt. Wird unter der Annahme, 
dass ein linearer Zusammenhang besteht, eine lineare Regression durchgeführt, zeigt sich, 
dass nur 15,4% der Streuung der Messwerte mit dieser Regression erklärt werden können, 
wenn alle Caseine einbezogen werden. Für einzelne Caseine zeigen sich dabei besonders 
starke Abweichungen von der Regressionsgeraden. So sind z.B. die carboxymethylierten und 
-ethylierten Caseine trotz teilweise sehr hoher Lysinmodifizierung sehr gut verdaubar. In allen 
ribosemodifizierten Caseine (Pent-1 bis Pent-5) sowie MGO-3 und LAL 12-3 ist dagegen die 
Blockierung der basischen Aminosäuren vergleichsweise niedrig; dennoch ist die Verdaubar-
keit sehr stark gesenkt. Interessanterweise sind die letztgenannten Caseine diejenigen mit der 
höchsten QVCAS, während die carboxymethylierten und -ethylierten Caseine nur wenig 
quervernetzt sind. 
0 80604020 0 80604020
0
100
80
60
40
100
80
60
40
χbas,mod [%]
φ
M
W
4-
7
[%
]
φ
M
W
4-
7
[%
]
QVCAS [%]
R2 = 0,154 R2 = 0,584
BA
Pent-5
Pent-4
Pent-3
Pent-1
Pent-2
IP-3
LAL 12-3
MGO-3
LAL 12-3
CEL-3
CML-3
CEL-2
CML-2
Pent-5
Pent-4
Pent-3
IP-2IP-1
Pyrr-1
φ
M
W
4-
7
[%
]
φ
M
W
4-
7
[%
]
 
Abbildung 4-31: Korrelation des Peakflächenanteils φMW4-7 als Maß für die Verdaubarkeit mit (A) der 
Blockierung basischer Aminosäuren (χbas,mod) und (B) dem Quervernetzungsgrad (QVCAS).  
Berechnung der Peakflächenanteile φMW4-7 („Verdaubarkeit“) aller Caseine (n = 40) nach Kap. 4.2.1.3, 
Berechnung von χbas,mod nach Kap. 3.5.6. Lineare Regression mittels Excel. 
184 4 Ergebnisse und Diskussion  
Dementsprechend zeigt sich zwischen der Verdaubarkeit φMW4-7 und dem Quervernetzungs-
grad eine etwas deutlichere Abhängigkeit (Abbildung 4-31B). Wird auch hier eine lineare 
Regression durchgeführt, lassen sich 58,4% der Streuung der Werte für die Verdaubarkeit 
erklären. Daraus lässt sich direkt ableiten, dass vor allem Quervernetzungsreaktionen dazu 
führen, dass die modifizierten Caseine schlechter verdaut werden. Zum Beispiel weisen die 
Caseine MGO-3 und Pent-1 eine ähnliche QVCAS auf (62–63%), die Blockierung basischer 
Aminosäuren in MGO-3 ist jedoch deutlich höher. Trotzdem ist die Verdaubarkeit annähernd 
gleich. Dennoch zeigen sich auch in Abbildung 4-31B einige „Ausreißer“. So ist beispiels-
weise die Verdaubarkeit der IP-Caseine besser, als nach ihrem QVCAS zu erwarten wäre. Dies 
lässt sich damit begründen, dass bei den IP-Caseinen die Quervernetzung praktisch nur 
intermolekular verläuft (Lauber et al., 2000), während bei den anderen Modifizierungsarten 
auch mit intramolekularer Quervernetzung zu rechnen ist. Die besonders hohe intramolekula-
re Quervernetzung, die bei den LAL-Caseinen auch abschätzbar ist (vgl. Kap. 4.2.3.1) kann in 
diesem Zusammenhang erklären, warum das Casein LAL 12-3 schlechter verdaubar ist, als 
nach seinem QVCAS zu erwarten wäre. Dies kann ebenso für die Caseine Pent-3 bis Pent-5 
angenommen werden. 
Chung et al. (1986) postulierten, dass erst ab einem bestimmten „Schwellenwert“ von etwa 
20% Lysinblockierung die Verdaubarkeit von Caseinen eingeschränkt wird, die in Gegenwart 
von Fructose erhitzt wurden. Bei alkalisch inkubierten Caseinen war ein solcher „Schwellen-
wert“ nicht auszumachen (Chung et al., 1986). Mit einer größeren Anzahl verschieden 
glykierter Caseine konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass ein solcher 
Schwellenwert zwar für die AP-Caseine existieren mag (vgl. Kap. 4.2.4.2), jedoch nicht 
verallgemeinerbar ist (Abbildung 4-31). Der Schwellenwert lässt sich damit begründen, dass 
erst ab einer gewissen Lysinblockierung eine messbare Quervernetzung in den AP-Caseinen 
auftritt, die dann die Verschlechterung der Verdaubarkeit bedingt.  
Weiterführende Studien 
Der Einfluss struktureller Veränderungen an Lysinresten auf die Verdaubarkeit von Casein 
konnte im Rahmen dieser Arbeit keiner konkreten Peptidase zugeordnet werden. Hierzu sind 
Verdauungsexperimente nötig, bei denen Pepsin bzw. die pankreatischen Peptidasen isoliert 
zur Peptidolyse eingesetzt werden. 
Daneben bietet es sich an, Modifizierungsarten zu wählen, die hoch selektiv sind und mög-
lichst ohne Quervernetzungsreaktionen verlaufen. Bei den carboxyalkylierten Caseinen wurde 
bereits deutlich, dass die Verdaubarkeit leicht gesenkt wird, wenn Lysin zu CML 8 oder 
CEL 30 derivatisiert wird, ohne dass parallel Quervernetzung eintritt. Ob sich dieser Effekt 
eher auf die Maskierung der positiven Ladung oder die Einführung der anionischen Carb-
oxylgruppen zurückführen lässt, ließe sich beispielsweise durch Verdauung von Caseinen 
herausfinden, in denen die Lysinseitenketten mit Acetaldehyd 115 reduktiv zu N-ε-Ethyl-
lysin 116 alkyliert werden (Abbildung 4-32). Ebenso können auch andere Substituenteneffek-
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te herausgearbeitet werden, wenn z.B. in Gegenwart von Aceton 117 bzw. Benzaldehyd 118 
die Alkylierung zum N-ε-Isopropyllysin 119 bzw. N-ε-Benzyllysin 120 durchgeführt wird. 
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Abbildung 4-32: Vorschläge zur selektiven Modifizierung von Casein. 
Ob einzelne funktionelle Gruppen am Pyrrolring für die schlechte Freisetzung des Pyrralins 
verantwortlich sind, ließe sich mit modifizierten Caseinen klären, in denen Lysin zu Formy-
lin 34, Hydroxymethylpyrrolylnorleucin 121 oder Pyrrolylnorleucin 122 derivatisiert ist 
(Abbildung 4-32).  
 
4.2.9.3 Beeinflussung der Freisetzung von Aminosäuren  
Freisetzbarkeit modifizierter Aminosäuren 
Die glykierten bzw. quervernetzenden Aminosäuren werden während der simulierten Verdau-
ung in unterschiedlichem Ausmaß in die mittels GPC abtrennbare LMW-Fraktion freigesetzt. 
Die einzelnen Freisetzbarkeiten FAS von 8 modifizierten Aminosäuren sind in Abbildung 4-33 
verglichen.  
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Abbildung 4-33: Freisetzbarkeit (FAS) von modifizierten Aminosäuren in eine niedermolekulare 
Peptidfraktion. 
Simulierte gastrointestinale Verdauung nach Kap. 3.6.2, Fraktionierung der D360-Proben und Analyse 
der Fraktionen nach Kap. 3.6.3. Mittelwerte ± SD, n = 3.  
Die modifizierten Aminosäuren reihen sich im allgemeinen entsprechend der chemischen 
Natur ihrer Seitenketten unter die proteinogenen Aminosäuren ein: CML 8 als Aminosäure 
mit zusätzlicher saurer Gruppe ist etwa so schlecht freisetzbar wie Asp und Glu, während 
Fructoselysin 1 und Lactuloselysin 82 als basische Aminosäuren ebenso gut freisetzbar sind 
wie Lys und Arg. Dies gilt nicht für die ebenfalls basischen CLAS LAL 61 und Pentosidin 47 
sowie Lys(γ-Glu) 53, deren Freisetzbarkeit grundsätzlich sehr schlecht ist. Bei ihnen kommt 
erschwerend hinzu, dass die Peptidolyse an zwei Polypeptidketten ablaufen muss, um den 
gleichen Freisetzungsgrad zu erreichen wie bei den nicht quervernetzenden Aminosäuren. Die 
Freisetzbarkeit der glykierten Aminosäuren und des LAL 61 sinkt mit steigendem Modifizie-
rungsgrad stark, z.T. bedeutend stärker als die Freisetzbarkeit der proteinogenen Aminosäu-
ren. Hierfür kann nicht allein die Quervernetzung verantwortlich sein. Es ist denkbar, dass mit 
zunehmendem Modifizierungsgrad die Glykierung verstärkt an Seitenketten abläuft, die durch 
die intestinalen Peptidasen schlechter zugänglich sind. 
In den LMW-Fraktionen der Pyrr- und Pent-Caseine wurden die modifizierten Aminosäuren 
in freier Form nicht detektiert. Für die anderen Caseingruppen konnten solche Aussagen nicht 
gemacht werden, da die ASA-Chromatogramme der nicht hydrolysierten HMW- und LMW-
Fraktionen kaum interpretierbar waren. In jedem Fall zeigen die Untersuchungen jedoch, dass 
modifizierte Aminosäuren nach der intestinalen Verdauung in vitro bereits ohne die Wirkung 
membranständiger Peptidasen in kurzkettigen Peptiden gebunden freigesetzt werden. Da die 
Trenngrenze des semipräparativen GPC-Systems bei ca. 250 Da liegt, sollten in den LMW-
Fraktionen somit modifizierte Di- und Tripeptide bzw. möglicherweise auch freie Aminosäu-
ren enthalten sein, die mit dem Peptidtransporter PEPT1 bzw. Aminosäuretransportern 
wechselwirken können.  
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Freisetzbarkeit proteinogener Aminosäuren 
Tendenziell sinkt mit zunehmender Lysin- bzw. Argininderivatisierung der Anteil einzelner 
Aminosäuren, der in die mittels semipräparativer GPC abtrennbare LMW-Fraktion übergeht. 
In Abbildung 4-34 ist als Beispiel die Freisetzbarkeit der Aminosäuren Isoleucin und Tyrosin 
über QVCAS bzw. χLys,mod aufgetragen. Um die Freisetzbarkeit berechnen zu können, müssen 
die in den Fraktionen enthaltenen Peptide zu den Aminosäuren hydrolysiert werden. Da 
Zweifel an der vollständigen Freisetzung der Aminosäuren aus den HMW-Fraktionen bei der 
enzymatischen Hydrolyse besonders der stark quervernetzten Caseine bestehen, wurden die 
Pyrr- und MGO-Caseine nicht mit in die hier beschriebene Auswertung einbezogen. 
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Abbildung 4-34: Korrelation der Freisetzbarkeit FAS von Isoleucin und Tyrosin mit (A) der Lysin-
blockierung (χLys,mod) und (B) dem Quervernetzungsgrad (QVCAS). 
Berechnung der Freisetzbarkeit FAS in ausgewählten Caseingruppen (LAL-, AP-, CML-, Pent-Caseine, 
n = 27) nach Kap. 4.2.1.4, Berechnung von χLys,mod nach Kap. 3.5.6. Lineare Regression mittels Excel. 
Die Freisetzung der Aminosäure Tyrosin in die niedermolekulare Peptidfraktion korreliert 
weder signifikant mit der Lysinblockierung noch mit QVCAS. Die Freisetzung des Isoleucins 
korreliert dagegen signifikant mit der Lysinblockierung, nicht aber mit QVCAS. Es hatte sich 
bereits bei einzelnen Caseinen gezeigt (Abbildung 4-18, Abbildung 4-20), dass die Freiset-
zung des Tyrosins unabhängig von der Lysinblockierung ist, während mit zunehmendem 
Modifizierungsgrad die Freisetzbarkeit des Isoleucins sinkt.  
Auch für andere Aminosäuren zeigte sich, dass ihre Freisetzbarkeit stärker durch die Ly-
sinblockierung beeinflusst wird. Deswegen wurde im folgenden die lineare Regression der 
einzelnen FAS der unmodifizierten Aminosäuren nur gegen χLys,mod durchgeführt. Auf Basis 
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der erhaltenen Regressionsgleichungen wurde berechnet, wie sich FAS bei einer Lysinblockie-
rung von 10% ändert (Abbildung 4-35). Als Bezugswert für die Freisetzung dienten die FAS 
des nativen Caseins. Die Pfeile geben an, um welchen Prozentsatz die Freisetzung der 
Aminosäuren sinkt, wenn die Lysinblockierung des Caseins 10% beträgt. Im Mittel wird FAS 
um etwa 5% gesenkt. 
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Abbildung 4-35: Änderung der Freisetzbarkeit von Aminosäuren bei 10%iger Lysinblockierung. 
Berechnung aus Regressionsgleichungen (vgl. Abbildung 4-34) für ausgewählte Caseingruppen 
(LAL-, AP-, CML-, Pent-Caseine, n = 27) Als Bezugswert dienten die FAS des nativen Caseins. 
Bestimmung der Signifikanz (Spearmans Rangkorrelationskoeffizient) mittels SPSS®. 
Die Änderung der Freisetzbarkeit variiert relativ stark von Aminosäure zu Aminosäure, was 
sich aber nicht an Strukturmerkmalen festmachen lässt: Unter den am stärksten betroffenen 
Aminosäuren finden sich saure, eine basische, hydrophile und hydrophobe, allerdings keine 
aromatische. Auch die Freisetzbarkeit einiger essentieller Aminosäuren (Thr, Ile, His, Lys) 
wird vermindert. Ähnliche Tendenzen in der Veränderung der Freisetzung konnten Savoie et 
al. (1991) in vitro an alkalisch modifizierten Caseinen und Moughan et al. (1996) in in-vivo-
Versuchen an Schweinen zeigen. Die fehlende Abhängigkeit der Freisetzung des Tyrosins 
und Phenylalanins von der Lysinblockierung lässt sich damit erklären, dass Chymotrypsin als 
Peptidase, die bei aromatischen Aminosäuren spaltet, von modifizierten Lysinresten nicht 
beeinflusst wird (Savoie et al., 1991).  
Es ist denkbar, dass die besonders starke Verschlechterung der Freisetzbarkeit einzelner 
Aminosäuren mit ihrem Abstand von Lysinresten korreliert. Daher wurde anhand der Sequenz 
(www.uniprot.org8) der einzelnen Caseine berechnet, welcher Prozentsatz der Aminosäuren in 
einem 3-Reste-Fenster in N- bzw. C-terminaler Richtung neben Lysinresten enthalten ist. 
Casein stellt eine Mischung aus im wesentlichen 4 Proteinen (αS1-, αS2-, β- und κ-Caseine) dar 
(Belitz et al., 2001). Die einzelnen Werte wurden ihrem molaren Anteil entsprechend zu 
einem „Nachbarschaftsindex“ VAS zusammengefasst: 
                                                 
8 www.uniprot.org, Zugriff am 31.12.2010. Einträge P02662 (αS1-Casein), P02663 (αS2-Casein), P02666 (β-
Casein) und P02668 (κ-Casein). 
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Die Fenster in N- und C-terminaler Richtung wurden getrennt betrachtet. Zum Beispiel 
befinden sich etwa 5% der in den Caseinen vorhandenen Leucinreste im 3-Reste-Fenster 
C-terminal zu Lysinresten, etwa 15% im N-terminalen Fenster (Abbildung 4-36). Unter der 
Voraussetzung, dass alle Lysinreste gleichermaßen von der Glykierung betroffen sind, sollte 
sich in der Umgebung modifizierter Lysinreste das gleiche Verteilungsmuster ergeben. In der 
Literatur finden sich allerdings auch Belege dafür, dass die Bildung z.B. von Fructoselysin 
bevorzugt in der Nähe saurer oder basischer Aminosäurereste abläuft (Iberg und Flückiger, 
1986; Venkatraman et al., 2001). 
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Abbildung 4-36: Nachbarschaftsindizes VAS für Casein als Maß für die Häufigkeit bestimmter 
Aminosäurereste in der Umgebung von Lysinresten (Berechnung siehe Text).  
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Es lässt sich aus dieser Verteilung ableiten, dass die Aminosäuren, deren Freisetzung mit 
steigender Lysinblockierung am stärksten sinkt (Asp, Glu, Ile und His), in einem 3-Reste-
Fenster um modifizierte Reste überrepräsentiert sind. Besonders deutlich (und statistisch hoch 
signifikant) ist diese Korrelation mit den VAS des C-terminalen Fensters. Der Prozentsatz der 
Isoleucinreste im C-terminalen 3-Reste-Fenster ist beispielsweise 6-mal so hoch wie der der 
Leucinreste; parallel dazu ist die Freisetzbarkeit des Isoleucins bedeutend stärker inhibiert als 
die des Leucins. Threonin, dessen Freisetzbarkeit ebenfalls mit steigender Lysinblockierung 
stark gesenkt wird, befindet sich ebenfalls vor allem im C-terminalen 3-Reste-Fenster, wenn 
es dem Lysin benachbart ist. Phenylalanin und Arginin dagegen sind ebenso häufig in der 
Nähe des Lysins anzutreffen wie Threonin, aber vor allem im N-terminalen 3-Reste-Fenster; 
die Freisetzbarkeit dieser Aminosäuren wird deutlich weniger gesenkt. 
Dies kann mit der subsite-Spezifität der intestinalen Peptidasen erklärt werden, die, ausgehend 
von der Spaltstelle in N-terminaler Richtung der Polypeptidkette höher ist als in C-terminaler 
Richtung (Kraut, 1977). Es sollte damit für alle Peptidasen leichter sein, eine Bindung vor 
modifizierten Lysinresten zu spalten als danach, da in letzterem Falle der modifizierte Rest 
mit der subsite möglicherweise nicht mehr wechselwirken kann. Nach Spaltung der Polypep-
tidkette vor einem modifizierten Lysinrest können Carboxypeptidasen vom C-Terminus des 
N-terminalen Spaltpeptides aus einzelne Aminosäuren abspalten. Am C-terminalen Spaltpep-
tid können keine einzelnen Aminosäuren abgespalten werden, da im Pankreatin keine Amino-
peptidasen enthalten sind. Dies würde in Summe dazu führen, dass Aminosäuren, die im 
Ausgangspeptid C-terminal zum Lysin stehen, schlechter freisetzbar sind. 
4.2.9.4 Konsequenzen der Proteinmodifizierung auf die Verdauung in vivo 
Einzelne der in dieser Arbeit verwendeten modifizierten Proteine wiesen Modifizierungsgrade 
auf, die auch bei Proteinen in Lebensmitteln zu finden sind. Bei Lysinmodifizierungen an 
Lebensmittelproteinen handelt es sich hauptsächlich um Amadori-Produkte (vgl. Kap. 2.1.3). 
Gleichzeitig laufen Quervernetzungsreaktionen ab, die sich in der Mehrzahl nicht auf konkre-
te CLAS zurückführen lassen.  
Auf Basis der Erkenntnisse aus den Verdauungsstudien ist in Lebensmitteln nicht mit einer 
Verschlechterung der Verdaubarkeit von Proteinen zu rechnen, solange keine Quervernet-
zungsreaktionen ablaufen. In UHT-Milch liegt die Caseinquervernetzung bei lediglich 6–
10%, während sie in Kondensmilch 25–52% betragen kann (Siegl, 2003). Casein aus Kon-
densmilch ist also ähnlich quervernetzt wie die Caseine Glu-4 und Lac-4 und sollte demzufol-
ge auch eine etwas geringere Verdaubarkeit aufweisen. Auch in Backwaren sollte es vor 
allem in den Bereichen der Kruste zu einer hohen Proteinquervernetzung und damit vermin-
derten Verdaubarkeit kommen. Die hier verwendete Methode zur Ermittlung des Quervernet-
zungsgrades ist auf komplexe Lebensmittel wie Backwaren nicht übertragbar; um so wichti-
ger ist in diesem Fall die Aufklärung und Analyse definierter quervernetzender Strukturen zur 
Beurteilung des Quervernetzungsgrades. 
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Die teilweise recht hohe Lysinmodifizierung in einigen Lebensmitteln, z.B. Backwaren 
(Tabelle 2-1), kann darüber hinaus zur Verminderung der Freisetzbarkeit auch essentieller 
Aminosäuren führen. Bereits Rérat et al. (2002) zeigten in Fütterungsstudien an Schweinen, 
dass nach Fütterung AP-modifizierter Caseine mehr Aminosäuren in den Faeces erscheinen 
und dass die dem Lysin benachbarten Aminosäuren hier überrepräsentiert sind. Dies steht im 
Einklang z.B. mit der in dieser Arbeit gefundenen verringerten Freisetzbarkeit der Aminosäu-
ren Isoleucin und Histidin, die im Casein vermehrt in der Umgebung des Lysins auftauchen. 
Dies lässt sich jedoch nicht für alle Nahrungsproteine verallgemeinern, da in anderen Protei-
nen andere Aminosäuren dem Lysin benachbart sein können. Die hier gefundenen Unter-
schiede in der Freisetzbarkeit einiger dem Lysin benachbarter Aminosäuren sollten sich somit 
bei Zufuhr unterschiedlicher Nahrungsproteine nivellieren. 
Abschließende Aussagen zur physiologischen Bedeutung der verminderten Verdaubarkeit von 
Proteinen bzw. Freisetzbarkeit von Aminosäuren durch Lebensmittelverarbeitung lassen sich 
jedoch erst machen, wenn die Übertragbarkeit der Methode und der Ergebnisse auf andere 
Proteine bzw. ganze Lebensmittel gegeben ist. Zudem sollte auch der Beitrag der membran-
ständigen Peptidasen an der Verdauung, z.B durch Inkubation auf Caco-2-Zellen, mit evalu-
iert werden.  
4.2.9.5 Zusammenfassung der Verdauungsstudien 
Insgesamt bleibt festzuhalten, dass mit der posttranslationalen Modifizierung von Casein, in 
diesem Fall der Anreicherung von Maillard-Produkten und Crosslink-Aminosäuren, eine 
Verschlechterung der Verdaubarkeit einhergeht. Dies zeigt sich daran, dass während der 
Verdauung bei zunehmendem Modifizierungsgrad Peptide mit Molmassen > 1000 Da 
schlechter abgebaut werden und somit die Bildung von Peptiden < 1000 Da abnimmt. Die 
Verschlechterung der Verdaubarkeit lässt sich vor allem auf die Quervernetzung der Caseine, 
weniger auf die Modifizierung von Aminosäuren zurückführen. Die Quervernetzung führt zur 
sterischen Hinderung des proteolytischen Angriffs, was sich auf alle Proteasen gleichermaßen 
auswirkt.  
Zudem wird die Freisetzbarkeit einzelner Aminosäuren durch posttranslationale Modifizie-
rung gesenkt. Dies kann praktisch ausschließlich auf die Modifizierung von Lysinresten, nicht 
auf die Quervernetzung, zurückgeführt werden. Vor allem Aminosäuren, die in der Nähe von 
Lysinresten überrepräsentiert sind, werden mit zunehmender Modifizierung schlechter 
freigesetzt. Die modifizierten Aminosäuren selbst weisen ein sehr differenziertes Freiset-
zungsmuster auf. Amadori-Produkte werden sehr gut freigesetzt, quervernetzende Aminosäu-
ren dagegen nur zu einem geringen Anteil. 
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4.3 Wechselwirkungen von MRP und CLAS mit epithelialen 
Transportsystemen 
4.3.1 Methodische Aspekte 
4.3.1.1 Auswahl der Zellmodelle 
Als Zellmodell für die Enterocyten, an denen im humanen Dünndarm die Aufnahme von 
Aminosäuren und Peptiden abläuft, wurde die humane Coloncarcinomzelllinie Caco-2 
verwendet, die erstmals von Fogh et al. (1977) kultiviert wurde.  
Für die Analyse von Transportphänomenen stellt diese Zelllinie ein etabliertes Modell dar 
(Brandsch, 2009). Caco-2-Zellen exprimieren den Peptidtransporter PEPT1 (Brandsch et al., 
1994) und verschiedene Aminosäuretransporter, die auch im menschlichen Dünndarm 
exprimiert werden. Wie Enterocyten wachsen auch Caco-2-Zellen als Monolayer. Sie benöti-
gen als adhärente Zellen zum Wachsen eine Anheftungsfläche. Die auf Polycarbonatmembra-
nen kultivierten Zellen zeigen zahlreiche morphologische und metabolische Charakteristika 
normaler Enterocyten (Hidalgo et al., 1989; Howell et al., 1992; Boulenc, 1997). Unter 
anderem werden Mikrovilli und tight junctions ausgebildet (vgl. Abbildung 2-12). Die 
Möglichkeit des parazellulären Transportes ist an Caco-2-Zellen stark eingeschränkt. Die 
Größe der Poren, über die der parazelluläre Transport erfolgt, ist zwar ähnlich wie die im 
humanen Jejunum (6–10 Å), die Anzahl der Poren ist jedoch geringer (Linnankoski et al., 
2010). Ein weiterer Unterschied zur menschlichen Mucosa besteht darin, dass die schleimbil-
denden Zellen aus dem Gewebsverband fehlen, die eine Mucusschicht als Diffusionsbarriere 
aufbauen. Für die Messung von Substrataffinitäten kann dies als Vorteil angesehen werden, 
da durch diese Barriere die Affinität scheinbar gemindert würde. Neben PEPT1 als apikalem 
Transporter wurde auch ein basolateraler Peptidtransporter in Caco-2-Zellen identifiziert. 
Damit kann mit dieser Zelllinie neben der Aufnahme von Peptiden auch der transepitheliale 
Transport intakter Peptide bestimmt werden (Irie et al., 2004). 
Zellen, die zur Durchführung von Fluxmessungen verwendet werden sollten, wurden in einer 
Zelldichte von 4,3 × 104 Zellen/cm2 ausgesät und auf Polycarbonatmembranen für 21 Tage 
kultiviert. Diese Bedingungen werden für Studien des Peptidtransportes als günstig angesehen 
(Behrens und Kissel, 2003). 
Als Modell für renale Epithelzellen wurden in der vorliegenden Arbeit Epithelzellen des 
proximalen Tubulus der Niere des amerikanischen Opossums (opossum kidney, OK) verwen-
det. Diese Zellen exprimieren verschiedene Transporter für Hexosen, Aminosäuren sowie 
organische Anionen und Kationen (Malström et al., 1987; Hori et al., 1993). Der Peptidtrans-
porter PEPT2 wird jedoch nicht exprimiert. Wie die Caco-2-Zellen sind OK-Zellen polari-
siert, wachsen als Monolayer und bilden Schlussleisten (tight junctions) aus, die den parazel-
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lulären Transport inhibieren. Die Zelllinie wird in vielen Studien zur Untersuchung resorpti-
ver und sekretorischer Transportphänomene eingesetzt (Hori et al., 1993; Nickel et al., 2010). 
4.3.1.2 Messung der Bindung von Substraten 
Als Maß für die Affinität eines Liganden zu einem Transportsystem kann seine Fähigkeit 
angesehen werden, die Aufnahme eines bekannten Substrates zu hemmen. Als Substrat für 
den/die Lysintransporter kann L-Lysin verwendet werden. Die Auswahl eines geeigneten 
Substrates für die Peptidtransporter wird dadurch erschwert, dass Peptide von membranstän-
digen und intrazellulären Peptidasen abgebaut werden können. Hierdurch können potentielle 
Effekte nicht mehr isoliert auf die Anwesenheit eines Dipeptides zurückgeführt werden. Man 
wählt also Peptide, die möglichst resistent gegen enzymatische Hydrolysen sind, z.B. solche, 
die an der Peptidbindung N-methyliert sind (Glycylsarcosin, Gly-Sar) oder Peptide, die D-
Aminosäuren enthalten (D-Phe-L-Ala) (Brandsch, 2009). Um eine große Anzahl von Proben 
in relativ kurzer Zeit messen zu können, werden als Referenzsubstrate oft die radioaktiv 
markierten Verbindungen [14C]Glycylsarcosin 123 und L-[3H]Lysin 124 verwendet 
(Abbildung 4-37). Die carriervermittelte Aufnahme von Gly-Sar in Darmzellen ist praktisch 
ausschließlich auf PEPT1 zurückführbar (Knütter et al., 2001; Brandsch et al., 2004). Auch 
der Aminosäuretransporter PAT1 kann zwar Gly-Sar transportieren (Frølund et al., 2010, 
Tabelle 2-5), größere Peptide jedoch nicht. Daher ist eine Verfälschung der mit [14C]Gly-
Sar 123 gemessenen Ki-Werte auch aufgrund des sehr hohen Km-Wertes des Referenzpeptides 
Gly-Sar von 49 mM an PAT1 nicht zu erwarten. 
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Abbildung 4-37: Referenzsubstrate für Kompetitions- und Transportexperimente.  
Radioaktiv markierte Atome fettgedruckt. 
Zur Messung der Affinität werden die Testsubstanz in variierender Konzentration und das 
Referenzsubstrat in konstanter Konzentration miteinander auf den differenzierten Zellen 
inkubiert. Eine inhibitorische Wirkung lässt sich dadurch erkennen, dass die Aufnahme des 
Referenzsubstrates in Abhängigkeit von der Konzentration gehemmt wird. Aus den Werten 
lässt sich unter Anwendung der in Kap. 3.7.2 angegebenen Gleichungen die Konzentration 
berechnen, bei der die Aufnahme des Referenzsubstrates um 50% gehemmt wird (IC50-Wert). 
Dieser Wert stellt bereits ein Maß für die Affinität der Testsubstanz zu dem Transportsystem 
dar, ist jedoch stark abhängig von den Randbedingungen des verwendeten Versuchsproto-
kolls. Eine Vergleichbarkeit ist durch Inhibitorkonstanten (Ki-Werte) gegeben, die sich unter 
bestimmten Voraussetzungen aus den IC50-Werten berechnen lassen (Cheng und Prusoff, 
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1973). Unter anderem muss eine kompetitive Hemmung vorliegen, die in diesem Fall voraus-
gesetzt wird. 
Die Ki-Werte sind die Dissoziationskonstanten des Transporter-Inhibitor-Komplexes (Umkehr 
der Reaktion (2) in Abbildung 2-15). Diese Konstanten sind auch bei Verwendung verschie-
dener Versuchsprotokolle vergleichbar. Ein hoher Ki-Wert bedeutet, dass im Gleichgewicht 
wenig Inhibitor gebunden vorliegt, die Bindung des Inhibitors also nicht stabilisiert werden 
kann und eine Substanz wenig Affinität zum Transporter hat. Ein niedriger Ki-Wert bedeutet 
eine hohe Affinität zum Transporter. Allerdings gilt dies für beide Typen von Liganden, d.h. 
einerseits nicht transportierbare Inhibitoren und andererseits transportierbare Substrate. Das 
Kompetitionsexperiment vermittelt daher nur Informationen über die Substraterkennung, 
nicht aber über die Translokation von Testsubstanzen. 
4.3.1.3 Messung der Translokation von Testsubstanzen 
Die Messung der Translokation von Testsubstanzen über Epithelien kann einerseits in vivo 
oder in situ durch Perfusionsexperimente an intakten Epithelien erfolgen. Mithilfe von 
Gewebsinkubationen wie der Ussing-Technik (Ussing und Zerahn, 1951) lassen sich dabei 
auch Informationen zur Elektrophysiologie des Transportes gewinnen. Die Messung des 
transepithelialen Transportes an Caco-2-Zellen kann als Tierversuchsersatzmethode für 
Resorptionsexperimente dienen.  
Zur Messung des Transportes werden Caco-2-Zellen in Transwell-Kammern (Abbildung 
4-38) auf porösen Polycarbonatfiltern kultiviert, bis sie nach 21 Tagen einen für das Trans-
portexperiment geeigneten Differenzierungsgrad erreicht haben. Die Integrität der Monolayer 
wird durch die Messung des Widerstandes über dem Epithel bestimmt (vgl. Kap. 3.7.3).  
apikales Kompartiment
differenzierte Zellen
poröse Polycarbonatmembran
basolaterales Kompartiment  
Abbildung 4-38: Schematischer Aufbau der Transwell-Kammer. 
Durch den Aufbau der Kammer und die dicht wachsenden Zellen werden zwei Flüssig-
keitskompartimente voneinander getrennt. Die Anheftung der Zellen am Filter führt zur 
Polarisierung der Zellen, so dass die am Filter anliegende Zellmembran die funktionell 
basolaterale wird. Dementsprechend ist das darunter liegende Kompartiment das basolaterale, 
bzw. serosale oder Akzeptor-Kompartiment. Der oberhalb der tight junctions gelegene 
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Membranteil ist die funktionell apikale Membran, in der z.B. der Peptidtransporter PEPT1 
exprimiert wird. Das darüber liegende Kompartiment wird als apikales, luminales oder 
Donor-Kompartiment bezeichnet. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde stets der transepitheliale Nettoflux (apikal → basolateral) 
bestimmt, d.h. apikale Effluxmechanismen wurden außer Acht gelassen. Die Substanzzugabe 
erfolgte stets auf der apikalen Seite. In regelmäßigen Abständen wurden Proben aus dem 
basolateralen Kompartiment entnommen und mittels chromatographischer Methoden (ASA, 
HPLC) auf die modifizierten Dipeptide und Aminosäuren analysiert. Am Ende des Versuches 
wurde die Konzentration der Testsubstanzen im apikalen und basolateralen Kompartiment 
sowie in den aufgeschlossenen Zellen bestimmt. Als „Nullwert“ für den transepithelialen 
Transport wurde der Flux einer Referenzsubstanz, für die es keine aktiven Transportmecha-
nismen gibt, bestimmt. Hierzu wurde [1-14C]Mannitol 125 (Abbildung 4-37) eingesetzt. 
Werden Fluxe gemessen, die kleiner sind als der des Mannitols, liegt wahrscheinlich kein 
aktiver Transport vor, sondern einfache Diffusion. 
Zuordnung von Transporteffekten zu konkreten Transportern 
Die Bestimmung des transepithelialen Nettofluxes erlaubt Aussagen zum tatsächlichen 
Übergang über das Dünndarmepithel in vivo. Ein signifikanter Flux eines Dipeptides über die 
Caco-2-Zellen bedeutet jedoch nicht zwingend, dass das Peptid auch vom Peptidtransporter 
transportiert wird. Die Zuordnung zu einem konkreten Transporter kann auf verschiedene 
Weisen geschehen: Zum einen kann das Fluxexperiment mit einem bekannten Substrat (z.B. 
Gly-Sar) in Coinkubation mit der Testsubstanz durchgeführt werden. Wird der Transport von 
Gly-Sar inhibiert, deutet es darauf hin, dass beide Substanzen den gleichen Transporter 
nutzen. Eine hohe Affinität zum Transporter im Zusammenhang mit einem hohen Flux deutet 
auch auf einen Transport über den betreffenden Transporter hin. 
Wesentlich aufschlussreicher sind jedoch elektrophysiologische Messungen z.B. an den 
Oocyten des Krallenfrosches (Xenopus laevis), die normalerweise keinen Peptidtransporter 
exprimieren. PEPT1 kann in diesen Oocyten mit molekularbiologischen Methoden exprimiert 
werden (Fei et al., 1994). Die Oocyten sind ausreichend groß, um Mikroelektroden einführen 
zu können. Auf diese Weise kann, wenn das Membranpotential konstant gehalten wird 
(voltage clamp), der Strom gemessen werden, der durch das cotransportierte Proton erzeugt 
wird. Auf diese Weise lassen sich transportierte PEPT1-Substrate von nicht transportierten 
PEPT1-Inhibitoren unterscheiden, und der Transport kann gleichzeitig auf PEPT1 zurückge-
führt werden (Daniel, 2004). Auch durch heterologe Expression von PEPT1 in HeLa-Zellen 
in Verbindung mit chromatographischer Analytik der transportierten Verbindungen kann der 
Transport dem PEPT1 zugeordnet werden (Knütter et al., 2009). 
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4.3.1.4 Chromatographische Analyse modifizierter Aminosäuren und Peptide 
Die RP-HPLC-Methoden zur Analyse der UV-aktiven modifizierten Aminosäuren bedurften 
in den meisten Fällen einer Optimierung. Die hydrophoben Eigenschaften der UV-aktiven 
Aminosäuren, die die Retention auf der RP-Phase bedingen, sind offenbar nicht besonders 
stark verschieden von denen der Peptide, so dass sich eine Trennung nicht zwangsläufig 
ergab. Eine starke Verbesserung der Selektivität konnte durch Einsatz von 5 mM Heptafluor-
buttersäure (HFBA) als Ionenpaarreagenz zu verschiedenen Fließmitteln erreicht werden. In 
Abbildung 4-39 ist die Trennung des Formylins 34 von Ala-Fom 34a und Fom-Ala 34b 
gezeigt. Zur Analyse des Argpyrimidins 40 und der entsprechenden Peptide (Abbildung 4-39) 
wurde ein sauer gepuffertes Fließmittel eingesetzt, da im Sauren die Fluoreszenzausbeute des 
Argpyrimidins 40 erhöht wird. Durch die Verwendung der HFBA als Ionenpaarreagenz kann 
Argpyrimidin 40 auch vom oft coeluierenden Pentosidin 47 getrennt werden (Wilker et al., 
2001). 
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Abbildung 4-39: RP-HPLC-Chromatogramme von zu Transportexperimenten eingesetzten Derivaten 
des (A) Formylins 34 und (B) Argpyrimidins 40. 
Messung des Formylins 34 und der Fom-Peptide 34a/b (Standardlösungen): vgl. Kap. 3.2.2.3. 
Messung des Argpyrimidins 40 und der Apy-Peptide 40a/b (Standardlösungen): vgl. Kap. 3.2.2.4.  
Die meisten der hier untersuchten Substanzen absorbieren jedoch nicht im UV/VIS-Bereich 
und zeigen keine Retention auf RP-HPLC-Säulen. Die Analyse solcher Verbindungen erfolgte 
daher mit der Aminosäureanalyse (analytische Kationenaustauschchromatographie). Zur 
Bestimmung der freien modifizierten Aminosäuren in den während der Fluxmessungen 
genommenen Proben lagen in den meisten Fällen geeignete Methoden vor. Ein Problem bei 
der Analyse der meist basischen modifizierten Aminosäuren in den Proben aus dem basolate-
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ralen Kompartiment stellt TRIS dar, das in den bei der Fluxmessung verwendeten Puffern zur 
Einstellung des pH-Wertes genutzt wird (vgl. Kap. 3.7.1.1). TRIS eluiert bei der Aminosäure-
analyse im Bereich der basischen Aminosäuren. Eine Coelution des TRIS mit den hier 
untersuchten basischen Aminosäuren konnte vermieden werden, indem (i) standardmäßig das 
Li+-System mit einem Trennprogramm (Li-3) verwendet wurde, welches eine besonders gute 
Trennung im basischen Bereich erlaubte und (ii) ggf. auf ein Na+-System zurückgegriffen 
werden konnte, welches eine andere Selektivität aufweist. Mit diesen beiden Systemen (vgl. 
Kap. 3.2.4) gelang die Trennung fast aller modifizierten Aminosäuren von den entsprechen-
den Peptiden und von TRIS. Für die Messung des transepithelialen Transportes der carboxy-
alkylierten Peptide wurde ein spezielles Trennprogramm verwendet, das eine besonders gute 
Selektivität im Bereich der sauren und neutralen Aminosäuren zeigt (Li-1, Tabelle 3-10). In 
Abbildung 4-40 ist die Analytik beispielhaft für die Messung des Transportes von Ala-
(MG-H1) 37a gezeigt. 
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Abbildung 4-40: Transepithelialer Transport von Ala-(MG-H1) 37a. Aminosäureanalyse der Proben 
aus dem Akzeptorkompartiment mit dem Messsystem Li-3. 
Messung des transepithelialen Transportes nach Kap. 3.7.3, Probenahme aus dem Akzeptorkomparti-
ment 10 min (A10), 30 min (A30), 60 min (A60) und 120 min (A120) nach apikaler Applikation von 
1 mM Ala-(MG-H1) 37a. Aminosäureanalyse nach Kap. 3.2.4.3. 
Aus Abbildung 4-40 ist auch ersichtlich, dass während des Transportexperimentes auch 
andere Aminosäuren von den Zellen sezerniert werden. Die Konzentrationen sind jedoch 
deutlich geringer als die der untersuchten Dipeptide bzw. Aminosäuren und betreffen einen 
anderen Retentionsbereich, so dass es nicht zu Interferenzen kam. Der sehr große Peak des 
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Alanins lässt sich darauf zurückführen, dass es während der Inkubation im apikalen Kompar-
timent bei der Hydrolyse des modifizierten Peptides freigesetzt und ins basolaterale Kompar-
timent transportiert wird. 
Mit dem Trennprogramm Li-3 konnte π-HAL-Ala π-62b in Proben aus Fluxmessungen nicht 
von π-HAL π-62 getrennt werden. Daher wurde ein besonderes Trennprogramm entwickelt, 
bei dem relativ kurz nach dem Start des Laufes ein Puffer mit hoher Li+-Konzentration und 
relativ geringem pH-Wert gewählt wurde (vgl. Tabelle 3-11). Dies führte zur Trennung der 
beiden Analyten; außerdem war TRIS mit sehr großem Retentionszeitunterschied von beiden 
Analyten abgetrennt (Abbildung 4-41), so dass dieses Messsystem perspektivisch auch zur 
Analytik bei Fluxmessungen anderer basischer Peptide eingesetzt werden kann.  
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Abbildung 4-41: Transepithelialer Transport von π-HAL-Ala π-62b. Aminosäureanalyse einzelner 
Proben mit dem Messsystem Li-2. 
Messung des transepithelialen Transportes nach Kap. 3.7.3, Probenahme aus dem Donorkompartiment 
unmittelbar nach Applikation von 1 mM π-HAL-Ala π-62b (D0) sowie 120 min nach Versuchsbeginn 
aus dem Akzeptor- bzw. Donorkompartiment (A120 bzw. D120). Lyse der Caco-2-Zellen nach 
120 min (M120). Aminosäureanalyse nach Kap. 3.2.4.3. 
Für die Transportmessungen wurden die Testsubstanzen stets in einer Konzentration von 
1 mM eingesetzt, d.h. es wurde im Donorkompartiment eine Stoffmenge von 1500 nmol 
appliziert. Mit den Bestimmungsgrenzen der Aminosäureanalyse (ca. 50 pmol/Injektion) 
ließen sich mindestens 1,3 nmol der Testsubstanzen im Akzeptorkompartiment bestimmen, 
was einem Flux in der Größenordnung von 0,01%/cm2×h entspricht. Dieser Flux liegt 
unterhalb dessen des nicht aktiv transportierten [14C]Mannitols 125. Signifikante Transportra-
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ten waren daher mit der Aminosäureanalyse ohne Konzentrierung der Proben in jedem Falle 
bestimmbar. Die Bestimmungsgrenzen der UV-aktiven bzw. fluoreszierenden Analyten, die 
mit der RP-HPLC gemessen wurden, liegen noch darunter. 
 
4.3.2 Wechselwirkung freier MRP und CLAS mit intestinalen 
Transportsystemen 
4.3.2.1 Inhibierung des [3H]Lysin- und [14C]Gly-Sar-Transportes an Caco-2-Zellen 
durch modifizierte Aminosäuren 
Hemmung des Lysintransportes durch freie Aminosäuren 
Bei den meisten der in dieser Arbeit untersuchten modifizierten Aminosäuren handelt es sich, 
wie bei den Ausgangsaminosäuren Lysin und Arginin, um basische Aminosäuren. Es ist daher 
wahrscheinlich, dass die modifizierten Aminosäuren mit den gleichen Transportern wechsel-
wirken wie Lysin und Arginin. An epithelialen Membranen werden mit B0,+, b0,+ und y+ 
mindestens drei verschiedene Transporter für kationische Aminosäuren exprimiert (vgl. 
Tabelle 2-5). Mit den hier durchgeführten Kompetitionsexperimenten lässt sich allerdings nur 
eine Aussage darüber machen, wie stark „der Lysintransport“ als Ganzes gehemmt wird, eine 
Zuordnung zu einem konkreten Transporter ist nicht möglich. Die Wechselwirkung der 
Testsubstanzen mit den Transportern wurde durch Hemmung der Aufnahme von 
L-[3H]Lysin 124 bestimmt (vgl. Kap. 3.7.2). In einer orientierenden Untersuchung (Uptake-
Experiment) konnten MRP und CLAS in einer Konzentration von 10 mM als freie Aminosäu-
ren die Aufnahme von L-[3H]Lysin 124 um 18 bis 75% hemmen. Bei einer Hemmung auf 
weniger als 60% wurden anschließend durch Applikation aufsteigender Konzentrationen der 
Testsubstanzen IC50-Werte bestimmt und daraus Ki-Werte berechnet. Ausgewählte Hemm-
kurven zur Bestimmung der IC50-Werte sind in Abbildung 4-42 gezeigt; die Ki-Werte finden 
sich in Tabelle 4-20.  
 
Nur Pyrralin 30 hemmt den Transport des [3H]Lys 124 ähnlich stark wie Lysin und kann 
somit als hoch affiner Ligand gelten. Die Spezifität der Transportsysteme ist offenbar so hoch, 
dass die anderen freien MRP und CLAS keine so stabilen Enzym-Inhibitor-Komplexe bilden 
können wie Lysin und Arginin.  
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Abbildung 4-42: Inhibierung der Aufnahme von 2 nM L-[3H]Lysin 124 (A) bzw. 10 µM [14C]Gly-Sar 
123 (B) an Caco-2-Zellen durch freie MRP und Referenzsubstanzen. 
Die Aufnahme von L-[3H]Lysin 124 wurde für 5 min, die Aufnahme von [14C]Gly-Sar 123 für 10 min 
in Abwesenheit (100%) bzw. in Anwesenheit aufsteigender Konzentrationen der Testsubstanzen an 
Caco-2-Zellen gemessen (vgl. Kap. 3.7.2). Mittelwerte ± SE, n = 3–4. 
Tabelle 4-20: Inhibierung der Aufnahme von L-[3H]Lysin 124 und [14C]Gly-Sar 123 durch MRP und 
CLAS an Caco-2-Zellen. 
 L-[3H]Lysin [14C]Gly-Sar 
 Uptake[1,2] Ki
[1,3] Uptake[2,4] Ki
[3,4] 
 [%]  [mM] [%] [mM] 
Testsubstanzen     
Fructoselysin 1 41 ± 1 2,7 ± 0,1 32 ± 2[5] 8,7 ± 2,2[5] 
Lactuloselysin 82 80 ± 6 – 49 ± 2 8,7 ± 1,1 
Tagatoselysin 81 40 ± 1 3,1 ± 0,6 33 ± 3 3,5 ± 0,1 
Ribuloselysin 83 70 ± 5 – 54 ± 3 8,5 ± 2,0 
Carboxymethyllysin 8 61 ± 1 > 10 93 ± 4 – 
Carboxyethyllysin 30 70 ± 4 – 90 ± 4 – 
Pyrralin 33 25 ± 1 0,32 ± 0,04 77 ± 2 > 10 
Formylin 34 42 ± 1 2,2 ± 0,3 82 ± 2 – 
Maltosin 35 48 ± 5 3,5 ± 0,4 85 ± 2 > 10 
MG-H1 37 39 ± 4 1,6 ± 0,2 89 ± 1 – 
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 L-[3H]Lysin [14C]Gly-Sar 
 Uptake[1,2] Ki
[1,3] Uptake[2,4] Ki
[3,4] 
 [%]  [mM] [%] [mM] 
3-DG-H 43 74 ± 1 – 60 ± 3 – 
Argpyrimidin 40 55 ± 5 4,6 ± 1,1 39 ± 3 6,7 ± 0,6 
LAL 61 35 ± 1 2,8 ± 0,1 92 ± 2 – 
π-HAL π-62 75 ± 3 – 73 ± 3 – 
τ-HAL τ-62 77 ± 5 – 78 ± 4 – 
OAL 67 52 ± 2 – 86 ± 2 – 
LAN 63 72 ± 4 – 85 ± 3 – 
Lys(γ-Glu) 53 82 ± 3 – 94 ± 5 – 
Referenzsubstanzen     
Gly-Sar 105 ± 5 – 15 ± 1 0,74 ± 0,01 
Lysin 17 ± 2 0,11 ± 0,01 101 ± 4 – 
Arginin 18 ± 1 0,027 ± 0,003 96 ± 3 – 
 [1] Die Aufnahme wurde bei pH 6,0 (apikal) nach Inkubation mit L-[3H]Lysin (2 nM) gemessen. Expositions-
dauer: 5 min. Durchführung siehe Kap. 3.7.2. [2] Hemmung der Aufnahme des Referenzsubstrates in einem 
orientierenden Versuch (Uptake-Experiment), Konzentration der Testsubstanz: 10 mM. [3] aufsteigende 
Konzentrationen der Testsubstanz. [4] Die Aufnahme wurde bei pH 6,0 (apikal) nach Inkubation mit [14C]Gly-
Sar (10 µM) gemessen. Expositionsdauer: 10 min. Durchführung und Berechnung siehe Kap. 3.7.2.  
[5] Grunwald et al., 2006. Alle Werte angegeben als Mittelwerte ± SE (n = 3–4). –, nicht bestimmt. 
 
Hemmung des Peptidtransportes durch freie Aminosäuren 
Der Transport des [14C]Gly-Sar 123 wurde durch freie MRP und CLAS in einer Konzentrati-
on von 10 mM (Uptake-Experiment) um 6 bis 68% gehemmt. Die freien Aminosäuren Lysin 
und Arginin hemmten den [14C]Gly-Sar-Transport dagegen nicht. Der Ki-Wert des unmodifi-
zierten Gly-Sar lag mit 0,74 ± 0,01 mM im Bereich von Literaturwerten (0,83 ± 0,04 mM, 
Brandsch et al., 1999; 0,72 ± 0,02 mM, Knütter et al., 2008). 
Interessanterweise konnten die N-alkylierten Lysin- und Histidinderivate CML 8, CEL 30, 
LAL 61 und τ-HAL τ-62 den Peptidtransport nicht hemmen, obwohl sie mit gegensätzlich 
geladenen Kopfgruppen in einem günstigen Abstand einige der Anforderungen an Inhibitoren 
für PEPT1 erfüllen. In Abbildung 4-43 ist die mögliche Orientierung einiger Testsubstanzen 
in der Bindungsregion von PEPT1 gezeigt. Wahrscheinlich kann sich kein stabiler Transpor-
ter-Inhibitor-Komplex bilden, weil die essentielle Bindung mit der Carbonylgruppe der ersten 
Peptidbindung fehlt (Knütter, 2003). Auch andere Wechselwirkungen sind möglicherweise 
schwächer, da die wechselwirkenden Gruppen sterisch ungünstig zueinenander stehen. 
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Abbildung 4-43: Mögliche Orientierung von CML 8, τ-HAL τ-62 und Fructoselysin 1 in der Bin-
dungsregion des Peptidtransporters.  
Substrattemplate vgl. Kap. 2.4.2, Abbildung 2-13. 
Unter den fünf am stärksten den [14C]Gly-Sar-Transport hemmenden freien MRP und CLAS 
befinden sich vier Amadori-Produkte. Die Bestimmung der Ki-Werte weist Tagatoselysin 81 
als mittelstarken Inhibitor und Fructoselysin 1, Ribuloselysin 83 und Lactuloselysin 82 sowie 
Argpyrimidin 40 als schwache Inhibitoren aus. Diese Produkte liegen nach der Synthese als 
Formiate oder Acetate vor. Da auch Acetat und Formiat den Transport von [14C]Gly-Sar 123 
hemmen können (Brandsch, 2009), ließen sich die Ki-Werte prinzipiell auch auf diese 
Anionen zurückführen. Allerdings ist die prozentuale Hemmung im orientierenden Uptake-
Experiment stärker als bei Pyrralin 33 und Formylin 34, die ebenfalls als Formiate vorliegen. 
Eine mögliche Orientierung des Fructoselysins 1 in der Bindungsregion des Transporters ist 
in Abbildung 4-43 gezeigt. Wie beim CML 8 fehlt auch hier die essentielle Wechselwirkung 
mit dem Carbonylsauerstoffatom der ersten Peptidbindung. Im Zuckerrest des Fructosely-
sins 1 wie auch der anderen Amadori-Produkte ergeben sich zahlreiche Möglichkeiten der 
Wechselwirkung von Sauerstoffatomen mit dem Histidinrest am Transporter, die eventuell zu 
stabileren Transporter-Inhibitor-Komplexen führen können als die mit der Carboxylgruppe 
des CML 8. An dieser Stelle bieten sich Kompetitionsexperimente mit Testsubstanzen an, in 
denen die Struktur der Amadori-Produkte gewissermaßen „dekonstruiert“ wird, also z.B. mit 
Hydroxyethyl- oder Methoxyethyllysin, um zu klären, ob die Affinitätserhöhung durch diese 
Gruppen ausgelöst werden kann. 
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4.3.2.2 Transepithelialer Transport modifizierter Aminosäuren an Caco-2-Zellen 
Obwohl die freien MRP und CLAS den Transport des L-[3H]Lysins 124 nur relativ schwach 
hemmten, wurde mit den meisten Testsubstanzen das Transportexperiment nach den in Kap. 
3.7.3 genannten Bedingungen durchgeführt. Mit den Uptake- bzw. Ki-Werten in Tabelle 4-20 
ist lediglich eine Aussage über die Affinität der Testsubstanzen zu den Lysintransportern 
möglich. Mit der Transportmessung können darüber hinaus auch Transportphänomene erfasst 
werden, die von anderen Transportern vermittelt werden. 
Die Auswertung der Versuche zeigt jedoch, dass keines der freien MRP und CLAS in 
nennenswerten Mengen über den Caco-2-Zell-Monolayer transportiert wird. Lactulosely-
sin 82, Tagatoselysin 81, CML 8, CEL 30 und Lys(γ-Glu) 53 waren im basolateralen Kom-
partiment (Abbildung 4-38) nicht detektierbar. Die Fluxe anderer freier MRP und CLAS 
lagen zwischen 0,008 und 0,09%/cm2×h und damit meist signifikant unter dem des 
[14C]Mannitols 125 (Tabelle 4-21). Dies spricht gegen einen aktiven Transport freier MRP 
und CLAS durch alle Transportsysteme der Caco-2-Zellen und untermauert die hohe Spezifi-
tät dieser Systeme. Eine Metabolisierung des Lactuloselysins 82 wurde nicht beobachtet: 
Während der Inkubation an den Caco-2-Zellen kam es nicht zur Bildung von Fructoselysin 1.  
 
Tabelle 4-21: Transepithelialer Flux und zelluläre Aufnahme freier MRP und CLAS durch Caco-2-
Zellen. 
 Flux[1] Zelluläre Aufnahme[2] 
 [%/cm2×h] [%] 
Testsubstanzen   
Fructoselysin 1 0,008 ± 0,003[3] 0,03 ± 0,01[3] 
Lactuloselysin 82 n.n. n.n. 
Tagatoselysin 81 n.n. n.n. 
CML 8 n.n.[3] 0,62 ± 0,02[3] 
CEL 30 n.n. 1,36 ± 0,07 
Pyrralin 33 0,07 ± 0,02 0,6 ± 0,1 
Formylin 34 0,04 ± 0,01 0,08 ± 0,01 
Maltosin 35 0,02 ± 0,01 0,07 ± 0,01 
MG-H1 37 0,09 ± 0,08 0,32 ± 0,04 
PIO 42 0,03 ± 0,03 0,34 ± 0,03 
Argpyrimidin 40 0,01 ± 0,01 0,05 ± 0,02 
Pentosidin 47 0,03 ± 0,01 0,01 ± 0,01 
LAL 61 0,02 ± 0,01[3] 0,03 ± 0,01[3] 
π-HAL π-62 0,03 ± 0,01 1,28 ± 0,08 
τ-HAL τ-62 0,01 ± 0,01 0,05 ± 0,04 
204 4 Ergebnisse und Diskussion  
 Flux[1] Zelluläre Aufnahme[2] 
 [%/cm2×h] [%] 
LAN 63 (Peak 1)[4] 0,07 ± 0,01 0,38 ± 0,05 
LAN 63 (Peak 2)[4] 0,01 ± 0,01 0,47 ± 0,09 
Lys(γ-Glu) 53 n.n. 0,72 ± 0,05 
Referenzsubstanzen   
[14C]Mannitol 125 0,13 ± 0,03 0,23 ± 0,02 
L-[3H]Lysin 124 6,86 ± 0,15 4,01 ± 0,24 
[1] Messung und Berechnung des transepithelialen Transportes siehe Kap. 3.7.3., Konzentration der MRP und 
CLAS: 1 mM. [2] Intrazellulärer Anteil an der aufgegebenen Menge am Ende des Experimentes (120 min).  
[3] Grunwald et al., 2006. [4] Bei Friedman et al. (1977) ist der erste Peak das L-Lanthionin, der zweite das 
meso-Derivat. Mittelwerte ± SD (n = 3). n.n., nicht nachweisbar. 
Alimentär zugeführtes Pentosidin kann renal ausgeschieden werden, wenn es in Lebensmit-
teln, z.B. Kaffee, frei vorliegt (Förster et al., 2005). Ein aktiver Transport des freien Pentosi-
dins 47 kann auf Basis der hier durchgeführten Versuche jedoch ausgeschlossen werden. 
Ausgehend von einer täglichen Pentosidinaufnahme von etwa 1 mg (2,1 µmol) und einer 
Sekretion von 2–6 L Magen- und Darmsekret kann sich am Darmepithel eine Konzentration 
von max. 0,3–1 µM einstellen, wenn man davon ausgeht, dass alles Pentosidin 47 auch 
vollständig als Aminosäure freigesetzt wird und die Pentosidinzufuhr über den Tag verteilt 
erfolgt. Diese Konzentration liegt deutlich unter der für die Fluxmessungen eingesetzten 
Konzentration von 1 mM. Es ist daher denkbar, dass andere als die im Fluxexperiment 
erfassten Resorptionsmechanismen für die Aufnahme des Pentosidins 47 verantwortlich sind 
und diese durch die hohe Konzentration von 1 mM bereits gesättigt sind. Veränderungen in 
der Konzentration des Pentosidins 47 wären in dieser Messung möglicherweise nicht sicher 
erkennbar. Hinweise auf eine solche Sättigung würden sich ergeben, wenn mit Senkung der 
apikal applizierten Konzentration eine Erhöhung des Pentosidinfluxes einherginge. Bleibt 
auch in diesem Fall der Flux konstant, kann er der passiven Diffusion zugeschrieben werden.  
4.3.3 Wechselwirkung peptidgebundener MRP und CLAS mit intestinalen 
Transportsystemen 
4.3.3.1 Inhibierung des [14C]Gly-Sar-Transportes an Caco-2-Zellen durch 
modifizierte Dipeptide 
Bestimmung der Inhibitorkonstanten 
Die MRP- und CLAS-Dipeptide hemmten in einer Konzentration von 10 mM (Uptake-
Experiment) die Aufnahme von [3H]Lysin 124 nur bis zu 38%. Daher wurden die entspre-
chenden Ki-Werte nicht bestimmt. Die Untersuchungen konnten aufgrund z.T. geringer 
Ausbeuten nicht mit allen modifizierten Peptiden durchgeführt werden. Die geringen messba-
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ren Hemmungen können auch auf die Spaltung der Peptide durch membranständige Pepti-
dasen und anschließende Hemmung des Transportes durch die gespaltene Aminosäure 
zurückgeführt werden. Die Aufnahme von [14C]Gly-Sar dagegen wurde im Uptake-
Experiment von den MRP- und CLAS-Dipeptiden um 40–94% gehemmt. Die Kurven zur 
Bestimmung der IC50-Werte sind für ausgewählte Dipeptide in Abbildung 4-44 gezeigt. 
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Abbildung 4-44: Inhibierung der Aufnahme von 10 µM [14C]Gly-Sar an Caco-2-Zellen durch 
dipeptidgebundene MRP und CLAS sowie Referenzsubstanzen. 
Die Aufnahme von [14C]Gly-Sar wurde für 10 min in Abwesenheit (100%) bzw. in Anwesenheit 
aufsteigender Konzentrationen der Testsubstanzen gemessen (vgl. Kap. 3.7.2). Mittelwerte ± SE, 
n = 3–4.  
Es wurden Ki-Werte zwischen 0,03 mM (Pyrr-Ala 33b) und 13 mM (Ala-FL 1a) berechnet 
(Tabelle 4-22). Diese Werte liegen im Bereich der Ki-Werte, die für Dipeptide aus proteino-
genen Aminosäuren bestimmt wurden (Knütter, 2003). Ausgehend von den entsprechenden 
unmodifizierten Peptiden, die alle hoch affine Liganden sind, wurde die Affinität durch die 
verschiedenen Modifizierungsarten stark moduliert. Von den 23 untersuchten Peptiden 
können nach Brandsch (2009) 10 als hoch affine, 11 als mittelaffine und 2 als schwach affine 
Liganden eingeteilt werden. Das Referenzpeptid Gly-Sar selbst ist ein Ligand mittlerer 
Affinität; freies Lysin und Arginin hemmen die Aufnahme von [14C]Gly-Sar 123 nicht. Vor 
allem die modifizierten Peptide mit hydrophober Seitenkette zeigen eine hohe Affinität. Unter 
den sechs affinsten Peptiden befinden sich vier mit pyrrol-modifizierten Seitenketten 
(33a/33b, 34a/34b).  
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Tabelle 4-22: Inhibierung der Aufnahme von [14C]Gly-Sar 123 (10 µM) durch peptidgebundene MRP 
und CLAS an Caco-2-Zellen. 
 Uptake[1,2] Ki
[1,3] Affinität[4] 
 [%] Kontrolle [mM]  
Ala-FL 1a 60 ± 1 13 ± 1[5] + 
FL-Ala 1b 36 ± 2 4,5 ± 0,2 ++ 
Ala-CML 8a 9,9 ± 0,4 0,07 ± 0,01 +++ 
CML-Ala 8b 14 ± 1 0,9 ± 0,1 ++ 
Ala-CEL 30a 11 ± 1 0,22 ± 0,01 +++ 
CEL-Ala 30b 16 ± 1 1,1 ± 0,1 ++ 
Ala-Pyrr 33a 5,5 ± 0,4 0,19 ± 0,01 +++ 
Pyrr-Ala 33b 9,4 ± 0,2 0,03 ± 0,01 +++ 
Ala-Fom 34a 10 ± 1 0,09 ± 0,01 +++ 
Fom-Ala 34b 9 ± 1 0,05 ± 0,01 +++ 
Ala-Mal 35a 17 ± 1 0,75 ± 0,05 ++ 
Mal-Ala 35b 10 ± 1 0,25 ± 0,02 +++ 
Ala-(MG-H1) 37a 17 ± 1 0,95 ± 0,02 ++ 
(MG-H1)-Ala 37b – 0,59 ± 0,05 ++ 
Ala-Apy 40a 13 ± 1 0,37 ± 0,04 +++ 
Apy-Ala 40b – 0,19 ± 0,03 +++ 
Ala-LAL 61a 14 ± 1 0,54 ± 0,02 ++ 
LAL-Ala 61b 45 ± 1 7,3 ± 0,2 + 
Ala-(π/τ-HAL) π/τ-62a – 1,27 ± 0,07 ++ 
π-HAL-Ala π-62b – 0,47 ± 0,02 +++ 
τ-HAL-Ala τ-62b – 1,14 ± 0,06 ++ 
Ala-Lys(γ-Glu) 53a 30 ± 1 2,84 ± 0,04 ++ 
Lys(γ-Glu)-Ala 53b 32 ± 1 3,7 ± 0,2 ++ 
Gly-Sar 15 ± 1 0,74 ± 0,01 ++ 
Ala-Lys 8,6 ± 0,2 0,23 ± 0,02 +++ 
Lys-Ala 13 ± 1 0,34 ± 0,02 +++ 
Ala-Arg 79a 12 ± 1 0,18 ± 0,01 +++ 
Arg-Ala 79b 12 ± 1 0,29 ± 0,02 +++ 
Ala-His 80a  0,14 ± 0,01 +++ 
His-Ala 80b  0,21 ± 0,01 +++ 
[1] Die Aufnahme wurde bei pH 6,0 (apikal) nach Inkubation mit [14C]Gly-Sar 123 (10 µM) gemessen. 
Expositionsdauer: 10 min. Durchführung und Berechnung siehe Kap. 3.7.2. [2] Hemmung der Aufnahme des 
Referenzsubstrates in einem orientierenden Versuch (Uptake-Experiment), Konzentration der Testsubstanz: 
10 mM. [3] Konzentration der Testsubstanz: aufsteigende Konzentrationen. [4] +, niedrige Affinität; ++ mittlere 
Affinität; +++ hohe Affinität (vgl. Kap. 2.4.2). Einteilung nach Brandsch (2009). [5] Extrapolierter Wert, da 
außerhalb des Messbereiches. Alle Werte angegeben als Mittelwerte ± SE (n = 3–4). –, nicht bestimmt. 
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Zwischen einzelnen modifizierten Dipeptiden, die die gleichen Aminosäuren in unterschiedli-
cher Sequenz enthalten, besteht ein deutlicher Unterschied in der Affinität. Bei den meisten 
glykierten Lysin- und Argininderivaten ist die Affinität der Dipeptide Xaa-Ala 1,6- bis 5,6-
fach höher als die Affinität der Dipeptide Ala-Xaa (Tabelle 4-22). Eine Ausnahme stellen die 
CML- und CEL-Dipeptide dar, die in ihrer Seitenkette eine zusätzliche Carboxylgruppe 
tragen. Hier sind es die Ala-Xaa-Dipeptide, die mit 5–13-fach höherer Affinität an PEPT1 
binden als die Xaa-Ala-Dipeptide.  
Ausgehend vom Peptid Ala-Lys ist durch Carboxyalkylierung eine (leichte) Erhöhung der 
Affinität zu verzeichnen, ausgehend vom Peptid Lys-Ala dagegen eine Senkung. Die Maskie-
rung der positiven Ladung der Seitenkette in der C-terminalen Bindungsregion wirkt sich also 
affinitätserhöhend aus, während sie sich in der N-terminalen Bindungtasche affinitätssenkend 
auswirkt. Als Grund kann vermutet werden, dass in der N-terminalen Bindungstasche 
aromatische Aminosäurereste des Transportproteins Bindungen mit den Substraten vermitteln. 
Als günstig für die Substratbindung sind in diesem Fall hydrophobe Wechselwirkungen mit 
aromatischen Gruppen und π-kationische Wechselwirkungen mit basischen Gruppen anzuse-
hen (Zacharias und Dougherty, 2002; Vig et al., 2006). Werden diese Wechselwirkungen 
durch Einführung sehr polarer (FL-Ala 1b) bzw. zusätzlicher anionischer Gruppen (CML-
Ala 8b, CEL-Ala 30b, LAL-Ala 61b) geschwächt, sinkt die Affinität. So ließe sich die 
Affinitätserhöhung der Lys-Ala-Peptide durch hydrophobe Seitenkettenmodifizierung 
(Knütter et al., 2004) und die Affinitätssenkung durch Einführung von Carboxylgruppen in 
Einklang bringen. 
In den „natürlichen“ Dipeptiden Ala-Asp, Asp-Ala, Ala-Glu und Glu-Ala sind die Unter-
schiede in der Affinität dagegen weniger evident: Die Ki-Werte dieser 4 Peptide bewegen sich 
zwischen 0,25 und 0,32 mM (Knütter, 2003). Der affinitätsdiskriminierende Effekt durch 
Ladung und Hydrophobität der Seitenketten scheint daher erst ab einem gewissen Abstand der 
wechselwirkenden Gruppe vom N-Terminus des Dipeptides wirksam zu werden (Knütter et 
al., 2004), so dass er sich auf Glutamyl- und Aspartylpeptide, die relativ kurze Seitenketten 
haben, nicht auswirkt. 
Rückführung der Affinität auf strukturelle Eigenschaften 
Dass die Affinität verschiedener Dipeptide zu PEPT1 unterschiedlich ist, wird oftmals mit der 
Hydrophobität der Dipeptide erklärt. Bereits Knütter et al. (2004) und Tateoka et al. (2001) 
zeigten, dass durch die Einführung hydrophober Gruppen in Aminosäureseitenketten die 
Affinität von Dipeptiden zu PEPT1 gesteigert werden kann. Diese Beobachtung wurde auch 
an den hier untersuchten strukturell sehr heterogenen Dipeptiden gemacht. In Abbildung 4-45 
ist die Affinität zu PEPT1 (log Ki) über der Hydrophobität des gesamten Dipeptides aufgetra-
gen. Als Maß für die Hydrophobität wurde der Verteilungskoeffizient zwischen Oktanol und 
Wasser, ausgedrückt als logPO/W-Wert, gewählt. Je höher dieser Wert ist, desto stärker 
hydrophob ist eine Substanz. 
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Abbildung 4-45: Korrelation der logarithmierten Ki-Werte mit der Hydrophobität der untersuchten 
modifizierten Dipeptide. 
Bestimmung der Ki-Werte nach Kap. 3.7.2. Berechnung der logPO/W-Werte mit der Software Chem-
Draw Pro 5.0.9 Bestimmung der Signifikanz (Spearmans Rangkorrelationskoeffizient) mit der 
Software SPSS®. 
Mit steigender Hydrophobität des gesamten Dipeptides sinkt der Ki-Wert, und somit steigt die 
Affinität der Dipeptide zu PEPT1. Vor allem bei den Xaa-Ala-Peptiden zeigt sich, dass eine 
Erhöhung der Hydrophobität (log PO/W > −1) zu einer starken Erhöhung der Affinität führt. 
Auch Knütter et al. (2004) ermittelten bereits an modifizierten Dipeptidpaaren, die von Ala-
Lys bzw. Lys-Ala abgeleitet waren, dass sich der affinitätsmodulierende Effekt durch 
Hydrophobisierung vor allem bei Xaa-Ala-Peptiden zeigt. Die Streuung der logarithmierten 
Ki-Werte wird durch log PO/W des Dipeptides nur zu ca. 40% erklärt. Da die Bindung eines 
Dipeptides generell über das hydrophile Peptidrückgrat erfolgt, ist es denkbar, dass vor allem 
die Hydrophobität der Seitenkette, also nur des Molekülteils, der mit der Bindungstasche 
wechselwirkt, für die Modulierung der Affinität ausschlaggebend ist. Daher wurden auch die 
Werte log PO/W für die Seitenketten der modifizierten Peptide berechnet, d.h. die Seitenkette 
wurde jeweils in der gleichen Entfernung vom Peptidrückgrat „durchgeschnitten“ (vgl. 
Abbildung 4-46). Mit den Werten log PO/W der Seitenketten ließ sich der Grad der erklärten 
Streuung (R2) jedoch nicht erhöhen. 
Interessanterweise kann die Anzahl der Atome in den Seitenketten der modifizierten Peptide, 
die als Wasserstoffbrückendonor- oder -akzeptorstellen dienen können, die Streuung der 
logarithmierten Ki-Werte etwas besser erklären. Die Berechnung der Donor- und Akzep-
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torstellen erfolgte wie in Abbildung 4-46 gezeigt. Atome, die keine Wasserstoffbrücken 
ausbilden können (Pyrrol-Stickstoffatome in Pyrralin 33 und Formylin 34) wurden nicht 
mitgezählt. Sowohl für die Ala-Xaa- als auch für die Xaa-Ala-Peptide sinkt die Affinität zum 
Peptidtransporter, wenn die Anzahl der Koordinationsstellen für Wasserstoff-
brückenbindungen steigt (Abbildung 4-47). 
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Abbildung 4-46: Koordinationsstellen zur Ausbildung von Wasserstoffbrücken in den Seitenketten 
von Peptiden am Beispiel Ala-Pyrr 33a, Ala-Apy 40a und Ala-(τ-HAL) τ-62a. 
Schwarz: in Berechnungen einbezogene Molekülteile, grau: nicht einbezogene Molekülteile. Acc: 
Wasserstoffbrückenakzeptorstelle, Don: Wasserstoffbrückendonorstelle. 
Eine hohe Hydrophobität geht mit einer geringen Kapazität zur Ausbildung von Wasserstoff-
brückenbindungen einher. Dementsprechend war es zu erwarten, dass mit steigender Anzahl 
von Koordinationsstellen die Affinität zum Transporter sinkt und damit der Ki-Wert steigt. 
Dass sich mit dem Parameter „Koordinationsstellen für Wasserstoffbrückenbindungen“ 
bessere Korrelationen ergeben als mit dem Parameter „Hydrophobität“, deutet darauf hin, 
dass die Affinität eines Peptides entscheidender davon beeinflusst wird, ob es an der Ausbil-
dung von Wasserstoffbrücken beteiligt sein kann, die z.B. mit Wassermolekülen gebildet 
werden können. Ein ähnlicher Zusammenhang war bereits von Conradi et al. (1991) für die 
Diffusion von N-terminal geschützten Peptiden über Caco-2-Zell-Monolayer gefunden und 
damit begründet worden, dass für Moleküle, die viel Wasser über Wasserstoffbrücken binden 
können, mehr Desolvatationsenergie aufgewendet werden muss, bevor sie lipophile Membra-
nen übertreten können. Der Effekt des gebundenen Wassers muss sich jedoch bereits bei der 
Bindung an den Transporter auswirken, um die Ki-Werte beeinflussen zu können. Möglicher-
                                                                                                                                                        
9 Zur Abschätzung der Werte log PO/W verwendet das Programm ChemDraw Pro 5.0 die Fragmentierung nach 
Crippen (Ghose und Crippen, 1986, 1987). Die Moleküle werden in einzelne Gruppen zerlegt und die Beiträ-
ge einzelner Molekülgruppen zur Hydrophobität addiert.  
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weise steigt durch die relativ feste Bindung von Wassermolekülen in einer Hydrathülle das 
Volumen einzelner Seitenketten in Peptiden soweit an, dass ein Eintritt in hydrophobe 
Bindungstaschen erschwert wird (vgl. Kap. 2.4.2). Dies wird an einem Vergleich der Peptide 
des Formylins 34 und Argpyrimidins 40 deutlich (vgl. Abbildung 4-47): Die Peptide besitzen 
vergleichbare Hydrophobität (40a/40b: log PO/W = −0,45; 34a/34b: log PO/W = −0,6). Den-
noch ist die Affinität der Peptide 34a und 34b stets etwa viermal so hoch wie die der entspre-
chenden Peptide 40a und 40b (Tabelle 4-22), möglicherweise weil Argpyrimidin 40 sieben 
Koordinationsstellen für Wasserstoffbrückenbindungen hat (Abbildung 4-46), Formylin 34 
dagegen nur zwei. 
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Abbildung 4-47: Korrelation der logarithmierten Ki-Werte mit der Anzahl der Koordinationsstellen für 
Wasserstoffbrücken in der Seitenkette der untersuchten modifizierten Dipeptide. 
Bestimmung der Ki-Werte nach Kap. 3.7.2. Bestimmung der Bindungsstellen in den Seitenketten vgl. 
Abbildung 4-46. Bestimmung der Signifikanz (Spearmans Rangkorrelationskoeffizient) mit der 
Software SPSS. 
Diese Erkenntnisse können als Ausgangspunkt für die Synthese neuer potenter Inhibitoren für 
PEPT1 dienen. Eine Verringerung der Anzahl der H-Akzeptorstellen in der Seitenkette 
hydrophober Peptide könnte für eine weitere Affinitätserhöhung sorgen. Dies wäre z.B. bei 
Peptiden wie dem Pyrrolderivat 122b bzw. dem Homologen des Phenylalanins 126 in N-
terminaler Stellung der Fall (Abbildung 4-48). Bei beiden Peptiden können in der Seitenkette 
keine Wasserstoffbrücken ausgebildet werden. 
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Abbildung 4-48: Strukturen von Peptiden mit möglicherweise hoher Affinität zum Peptidtransporter 
PEPT1.  
 
4.3.3.2 Transepithelialer Transport modifizierter Dipeptide an Caco-2-Zellen 
Apikale Stabilität der modifizierten Dipeptide 
Bei der chromatographischen Analyse der modifizierten Peptide zeigte sich, dass die Dipepti-
de bereits im Donorkompartiment mehr oder weniger stark gespalten werden (Tabelle 4-23). 
Dies kann auf die Aktivität der zahlreichen membranständigen Peptidasen der Caco-2-Zellen 
zurückgeführt werden (Howell et al., 1992). Die wenigsten Peptide waren in intakter Form 
intrazellulär oder im basolateralen Kompartiment nachweisbar. Allerdings konnten die freien 
Aminosäuren hier in z.T. wesentlich größeren Mengen bestimmt werden als nach apikaler 
Applikation der freien modifizierten Aminosäuren. Die Transportvorgänge und Metabolisie-
rungen, die während der Inkubation der Dipeptide an der apikalen Membran der Caco-2-
Zellen ablaufen können, stellen sich vereinfacht so dar wie in Abbildung 4-49 gezeigt.  
Modifizierte Dipeptide können entweder in die Zelle aufgenommen (Weg i) oder apikal 
gespalten werden (Weg ii). Die Aufnahme der im apikalen Kompartiment aus den Dipeptiden 
freigesetzten modifizierten Aminosäuren in die Caco-2-Zellen ist von untergeordneter 
Bedeutung (Weg iii), wie durch Transportexperimente gezeigt werden konnte (vgl. Kap. 
4.3.2.2). Modifizierte Aminosäuren in der Zelle können also praktisch nur aus der Spaltung 
von Dipeptiden stammen (Weg iv), die in die Zelle aufgenommen wurden. Modifizierte 
Peptide und Aminosäuren verlassen die Zelle entweder durch Effluxsysteme oder Diffusion 
(Wege v und vi). 
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Abbildung 4-49: Resorptions- und Hydrolysereaktionen modifizierter Peptide und Aminosäuren an 
Caco-2-Zellen. 
Für die Auswertung der Transportstudien bedeutet dies, dass sich für alle Peptide zwei Werte 
für den Flux und die zelluläre Aufnahme berechnen lassen, einmal für das intakte modifizierte 
Peptid und einmal für die intrazellulär freigesetzte modifizierte Aminosäure. Als Bezugswert 
dient jeweils die Stoffmenge des modifizierten Peptides im Donorkompartiment zu Beginn 
des Experimentes. Im Donorkompartiment freigesetzte modifizierte Aminosäuren können mit 
dieser Berechnung nicht interferieren, weil sie nicht transportiert werden. Dipeptide, die nicht 
aufgenommen werden, können im apikalen Kompartiment gespalten werden. Der Anteil eines 
Peptides, der nicht resorbiert und zu Versuchsende noch nicht gespalten wurde (χPept,ap,120), 
kann als orientierendes Maß für die Stabilität des Dipeptides gegenüber Peptidolyse dienen: 
transpPeptapPept
apPept
apPept nn
n
,0,,
120,,
120,, 
  
 
nPept,ap,120 … apikale Stoffmenge des Peptides nach 120 min 
nPept,ap,0 … apikale Stoffmenge des Peptides zu Versuchsbeginn 
nPept,transp … transportierte Stoffmenge des Peptides 
 
Ist χPept,ap,120 hoch, so bedeutet dies, dass das betrachtete Dipeptid sehr stabil ist. Vor allem 
Dipeptide mit hydrophoben Gruppen in der Seitenkette (Fom-Ala 34b, Ala-Apy 40a) wurden 
sehr stark gespalten, die HAL-Peptide dagegen blieben weitgehend intakt (Tabelle 4-23). 
Aufgrund der z.T. sehr starken Spaltung stellen die Werte für die zelluläre Aufnahme bzw. 
den Flux Mindestwerte dar, da die apikale Konzentration der Peptide während des Experi-
4 Ergebnisse und Diskussion 213 
mentes sank. Wenn alle Peptide allerdings sofort nach Applikation vollständig hydrolysiert 
würden, lägen die Werte für den Flux bzw. die zelluläre Aufnahme maximal so hoch wie für 
die freien modifizierten Aminosäuren. Darüber hinaus kann eine „Rückgabe“ in die Zelle 
aufgenommener Substanzen ins Akzeptorkompartiment nicht ausgeschlossen werden. 
Weiterführende Informationen über die Kinetik der Peptidaufnahme bei gleichzeitiger 
Spaltung des Peptides könnten Versuche liefern, bei denen die Probennahme aus dem 
apikalen Kompartiment bzw. der Aufschluss der Zellen in kleineren Zeitintervallen erfolgt. 
Transepithelialer Nettoflux modifizierter Peptide 
Die Messung des transepithelialen Nettofluxes wurde für alle Peptide entsprechend Kap. 3.7.3 
durchgeführt. Die für [14C]Mannitol 125 und das Referenzpeptid [14C]Gly-Sar 123 gemesse-
nen Fluxe und zellulären Aufnahmen lagen im Bereich von Literaturdaten (Bretschneider et 
al., 1999; Knütter et al., 2009). 
In den meisten Fällen ließen sich nach apikaler Applikation modifizierter Dipeptide nur die 
freien modifizierten Aminosäuren intrazellulär und basolateral nachweisen. Allein die 
carboxyalkylierten Peptide (8a/b, 30a/b), Ala-LAL 61a, LAL-Ala 61b, π-HAL-Ala π-62b 
sowie τ-HAL-Ala τ-62b wurden auch in intakter Form intrazellulär bzw. im basolateralen 
Kompartiment nachgewiesen. Es handelt sich hierbei um Peptide, die bereits durch eine 
relativ hohe apikale Stabilität aufgefallen waren. Bei der chromatographischen Analyse der 
Fluxe wurden keine Peaks detektiert, bei denen es sich um Metabolite handeln könnte. Der 
transepitheliale Nettoflux sowie die zelluläre Aufnahme der modifizierten Peptide bzw. der 
daraus gespaltenen Aminosäuren ist in Tabelle 4-23 gezeigt. 
Tabelle 4-23: Apikale Stabilität, transepithelialer Flux und zelluläre Aufnahme peptidgebundener 
MRP und CLAS an Caco-2-Zellen. 
 Dipeptid  Aminosäure 
 χPept,ap,120
[1] Flux[2] Zelluläre 
Aufnahme[3] 
 Flux[2] Zelluläre 
Aufnahme[3]
 [%] [%/cm2×h] [%]  [%/cm2×h] [%] 
Testsubstanzen       
Ala-FL 1a 40 n.n. n.n.  n.n. n.n. 
FL-Ala 1b 63 n.n. n.n.  n.n. n.n. 
Ala-CML 8a 69 0,02 ± 0,01 0,05 ± 0,01  0,11 ± 0,01 2,46 ± 0,08 
CML-Ala 8b 48 0,02 ± 0,01 0,05 ± 0,01  0,17 ± 0,07 13 ± 2 
Ala-CEL 30a 77 0,03 ± 0,01 0,04 ± 0,01  0,06 ± 0,01 3,1 ± 1,5 
CEL-Ala 30b 64 0,03 ± 0,01 0,17 ± 0,01  0,10 ± 0,05 12 ± 1 
Ala-Pyrr 33a 39 n.n. n.n.  1,06 ± 0,27 8,8 ± 0,7 
Pyrr-Ala 33b 66 n.n. n.n.  0,28 ± 0,08 2,6 ± 0,2 
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 Dipeptid  Aminosäure 
 χPept,ap,120
[1] Flux[2] Zelluläre 
Aufnahme[3] 
 Flux[2] Zelluläre 
Aufnahme[3]
 [%] [%/cm2×h] [%]  [%/cm2×h] [%] 
Ala-Fom 34a 7 n.n. n.n.  3,37 ± 0,13 2,39 ± 0,08 
Fom-Ala 34b 2 n.n. n.n.  1,09 ± 0,16 0,86 ± 0,08 
Ala-Mal 35a 14 n.n. n.n.  0,27 ± 0,08 16 ± 2 
Mal-Ala 35b 32 n.n. n.n.  0,16 ± 0,06 2,7 ± 0,2 
Ala-(MG-H1) 37a 23 n.n. n.n.  0,24 ± 0,11 10 ± 2 
(MG-H1)-Ala 37b 6 n.n. n.n.  0,22 ± 0,03 3,12 ± 0,17 
Ala-Apy 40a 0 n.n. n.n.  0,30 ± 0,02 1,79 ± 0,14 
Apy-Ala 40b 30 n.n. n.n.  0,14 ± 0,04 0,38 ± 0,03 
Ala-LAL 61a 16 0,23 ± 0,02 n.n.  0,03 ± 0,03 4,04 ± 0,65 
LAL-Ala 61b 61 0,23 ± 0,11 0,30 ± 0,18  0,03 ± 0,02 2,34 ± 0,19 
Ala-(π/τ-HAL) 62a 44 n.n. n.n.  0,08 ± 0,01 9,71 ± 0,39 
τ-HAL-Ala τ-62b 83 0,23 ± 0,01 3,03 ± 0,17  0,04 ± 0,01 1,56 ± 0,13 
π-HAL-Ala π-62b 64 0,24 ± 0,03 1,97 ± 0,17  0,05 ± 0,02 8,19 ± 0,81 
Ala-Lys(γ-Glu) 53a 46 n.n. n.n.  0,03 ± 0,01 1,43 ± 0,07 
Referenzsubstanzen       
[14C]Gly-Sar 123  2,79 ± 0,47 7,67 ± 0,16  – – 
[14C]Mannitol 125  – –  0,13 ± 0,03 0,23 ± 0,02 
[1] Berechnung siehe Text. [2] Messung und Berechnung des transepithelialen Transportes siehe Kap. 3.7.3., 
Konzentration der MRP und CLAS: 1 mM. [3] Intrazellulärer Anteil am Ende des Experimentes (120 min). 
Mittelwerte ± SD (n = 3). n.n. nicht nachweisbar. –, nicht bestimmt.  
Verglichen mit den freien modifizierten Aminosäuren (Tabelle 4-21) werden die transepithe-
lialen Nettofluxe der MRP und CLAS um das bis zu 80-fache erhöht, wenn sie in Peptiden 
gebunden appliziert wurden: Der Flux des Formylins 34 lag bei 0,04%/cm2×h, der des aus 
Ala-Fom 34a gespaltenen Formylins 34 bei 3,37%/cm2×h. Die transepithelialen Nettofluxe 
der meisten modifizierten Aminosäuren sowie die zelluläre Aufnahme waren bei Applikation 
in Dipeptiden höher als bei [14C]Mannitol 125, so dass davon ausgegangen werden kann, dass 
die Peptide aktiv von den Zellen aufgenommen und intrazellulär hydrolysiert werden. Eine 
Ausnahme stellten die fructosylierten Peptide 1a und 1b dar: Fructoselysin 1 wurde intrazel-
lulär und basolateral nicht nachgewiesen.  
Für die eigentliche Transportleistung von PEPT1 ist der Nettoflux (apikal → basolateral) nur 
ein eingeschränkt geeignetes Maß, da PEPT1 nur den Influx (apikal → intrazellulär) mediiert. 
Der Influx kann jedoch nicht so wie der transepitheliale Nettoflux berechnet werden, da die 
intrazelluläre Konzentration nur zu Versuchsende bestimmt wurde. Als Maß für den Influx 
wurde daher die Gesamtresorption herangezogen. Für alle Peptide wurden die Stoffmengen 
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berechnet, die am Ende des Versuches intrazellulär bzw. basolateral vorliegen (χiz,120 bzw. 
χbas,120). Die Stoffmengen der freien und peptidgebundenen MRP und CLAS wurden dafür 
summiert. 
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120,,120,,
120,
apPept
izASizPept
iz n
nn 
  
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120,,120,,
120,
apPept
basASbasPept
bas n
nn 
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nPept,iz,120 … intrazelluläre Stoffmenge des Peptides nach 120 min 
nPept,bas,120 … korrigierte basolaterale Stoffmenge des Peptides nach 120 min (vgl. Kap. 3.7.3) 
nAS,iz,120 … intrazelluläre Stoffmenge der Aminosäure nach 120 min 
nAS,bas,120 … korrigierte basolaterale Stoffmenge der Aminosäure nach 120 min (vgl. Kap. 3.7.3) 
nPept,ap,0 … apikale Stoffmenge des Peptides zu Versuchsbeginn 
 
Ein Vergleich der so berechneten transportierten Stoffmengenanteile ist in Abbildung 4-50 
gezeigt. Es zeigt sich daran nochmals deutlich, dass die Gesamtresorption der untersuchten 
Dipeptide fast immer höher ist als die des [14C]Mannitols 125, so dass nicht nur von einem 
passiv-diffusiven Übergang ausgegangen werden kann. 
Der Transport der Dipeptide erfolgt wahrscheinlich durch PEPT1, da alle transportierten 
Dipeptide auch mindestens schwach affine Inhibitoren der Aufnahme des Referenzpeptides 
[14C]Gly-Sar 123 sind. Dipeptidgebundene MRP und CLAS stellen somit eine neue Substrat-
klasse für PEPT1 dar. Bewiesen werden kann der Transport über PEPT1 mit dem hier 
durchgeführten Transportexperiment jedoch nicht. Hierfür müssen elektrophysiologische 
Messungen durchgeführt werden, bei denen der Cotransport des Protons gemessen wird, oder 
das Fluxexperiment müsste mit einem Zellmodell wiederholt werden, in dem PEPT1 z.B. 
durch Transfektion heterolog exprimiert wird (vgl. Kap. 4.3.1.3).  
Hinsichtlich des transepithelialen Nettofluxes der Peptide zeigen sich einige Gesetzmäßigkei-
ten, die in der Literatur beschrieben sind (Tateoka et al., 2001; Knütter et al., 2004). Steht in 
Dipeptiden mit hydrophober Lysinmodifizierung die hydrophobe Aminosäure C-terminal, so 
ist der Flux bis zu dreimal höher als der des komplementären Peptides, während die Affinität 
der N-terminal modifizierten Peptide höher ist als die der C-terminal modifizierten. Auch bei 
Knütter et al. (2004) besaßen die N-terminal mit hydrophoben Gruppen modifizierten 
Dipeptide eine höhere Affinität als die Dipeptide mit komplementärer Sequenz, wurden 
jedoch zum Teil nicht transportiert. Durch hydrophobe Blockierung des N-terminalen 
Lysinrestes wurden also effektive, nicht transportierte Inhibitoren erhalten.  
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Abbildung 4-50: Gesamter basolateraler bzw. intrazellulärer Anteil modifizierter Aminosäuren und 
Peptide 120 min nach apikaler Applikation von 1 mM Dipeptid. 
Bestimmung des transepithelialen Transportes nach Kap. 3.7.3. Berechnung siehe Text. Für 
[14C]Mannitol 125 ist nur die Summe χiz+bas angegeben. n.n., nicht nachweisbar. 
Bei den Dipeptiden, die in der Seitenkette eine eher hydrophile bzw. geladene Gruppe tragen, 
zeigte sich ein gänzlich anderes Bild: Die carboxyalkylierten sowie die von LAL 61 und 
HAL 62 abgeleiteten Dipeptide werden besser transportiert, wenn die Modifizierung in der N-
terminalen Aminosäure vorliegt. Auch hier waren die Dipeptide mit hoher Transportrate 
diejenigen mit geringerer Affinität. Wird der intrazelluläre Anteil berücksichtigt (Abbildung 
4-50), sind die Dipeptide CML-Ala 8b, CEL-Ala 30b und π-HAL-Ala π-62b die drei Xaa-
Ala-Peptide mit dem höchsten Influx. Bei diesen Peptiden wirkt sich möglicherweise die 
geringe Länge der Seitenkette positiv auf den Transport aus (Knütter et al., 2004).  
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Insgesamt zeigten sich in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Korrelationen des 
transepithelialen Nettofluxes bzw. der Gesamtaufnahme mit den Ki-Werten. Hieraus lässt sich 
ableiten, dass für die Substraterkennung zum Teil andere Eigenschaften nötig sind als für den 
Transport durch die Membran. Möglicherweise sind gerade die Substrateigenschaften, die 
eine hohe Affinität bedingen, auch die Eigenschaften, die den Transport verhindern. Es ist 
zum Beispiel denkbar, dass eine starke Wechselwirkung einer Testsubstanz mit der Bindungs-
tasche oder auch allein ihre Größe die Konformationsänderung des geladenen Carriers 
verhindert, die für die Translokation essentiell ist (vgl. Abbildung 2-15, Knütter et al., 2004).  
Intrazelluläre Akkumulation von modifizierten Aminosäuren 
Alle modifizierten Dipeptide mit Ausnahme von Ala-FL 1a und FL-Ala 1b werden also — 
wahrscheinlich durch PEPT1 — in die Zelle aufgenommen und intrazellulär gespalten. Nur 
einige dipeptidgebundene CLAS verlassen die Zelle basolateral auch intakt, was auf einen 
basolateralen Peptidtransporter hindeutet (Dyer et al., 1990; Thwaites et al., 1993). Die 
Tendenz der einzelnen Aminosäuren, die Zelle zu verlassen, ist deutlich unterschiedlich 
(Abbildung 4-50). Über 90% des in der Zelle gespaltenen Formylins 34, aber nur 10–30% der 
carboxyalkylierten Aminosäuren 8 und 30 liegen am Ende des Fluxexperimentes basolateral 
vor. Offenbar gelingt es hydrophoben Aminosäuren besser als hydrophilen oder geladenen, 
die Zelle basolateral zu verlassen. Die starke Akkumulation vor allem hydrophiler Aminosäu-
ren deutet darauf hin, dass die Aminosäuren die basolaterale Membran durch Diffusion 
überwinden müssen. Vermutlich können die freien modifizierten Aminosäuren, die für die 
apikalen Lysintransporter der Caco-2-Zellen kaum Affinität aufweisen und nicht von ihnen 
transportiert werden, auch nicht von den basolateralen Aminosäuretransportern aus der Zelle 
hinaustransportiert werden. 
4.3.4 Wechselwirkungen freier MRP und CLAS mit renalen Transportsystemen 
4.3.4.1 Inhibition des Lysintransportes an OK-Zellen  
Wie bei den Experimenten an Caco-2-Zellen wurde auch an den OK-Zellen zunächst ein 
orientierendes Uptake-Experiment durchgeführt, bei dem die Hemmung des Transportes der 
Referenzsubstanz L-[3H]Lysin 124 durch 10 mM Testsubstanz untersucht wurde. Bei einer 
Hemmung auf unter 60% wurden anschließend durch Applikation aufsteigender Konzentrati-
onen IC50-Werte bestimmt, die in Ki-Werte umgerechnet wurden. In Abbildung 4-51 sind die 
Hemmkurven ausgewählter Aminosäuren gezeigt. Die Kompetitionsexperimente wurden 
nicht mit modifizierten Dipeptiden durchgeführt, da OK-Zellen keinen Peptidtransporter 
exprimieren. 
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Abbildung 4-51: Inhibierung der Aufnahme von 2 nM L-[3H]Lysin 124 an OK-Zellen durch freie 
MRP und Referenzsubstanzen. 
Die Aufnahme von L-[3H]Lysin 124 wurde für 5 min in Abwesenheit (100%) bzw. in Anwesenheit 
aufsteigender Konzentrationen der Testsubstanzen gemessen (vgl. Kap. 3.7.2). Mittelwerte ± SE, 
n = 3–4. 
Vor allem modifizierte Aminosäuren mit relativ hydrophiler Seitenkettenmodifizierung 
hemmten den Transport von [3H]Lys 124 nur in geringem Maße. Für die stärker hemmenden 
Testsubstanzen wurden Ki-Werte zwischen 0,7 und > 10 mM berechnet (Tabelle 4-24). Nur 
Argpyrimidin 40 hemmte den Transport von [3H]Lys 124 etwa so stark wie Lysin.  
Tabelle 4-24: Inhibierung der Aufnahme von [3H]Lysin durch freie MRP und CLAS an OK-Zellen. 
 Uptake[1,2] Ki
[1,3] 
 [%]  [mM] 
Testsubstanzen   
Fructoselysin 1 82 ± 1 – 
Lactuloselysin 82 97 ± 3 – 
Tagatoselysin 81 81 ± 1 – 
CML 8 61 ± 2 > 10 
CEL 30 86 ± 1 – 
Pyrralin 33 33 ± 1 3,5 ± 0,2 
Maltosin 35 41 ± 1 5,3 ± 0,2 
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 Uptake[1,2] Ki
[1,3] 
 [%]  [mM] 
MG-H1 37 48 ± 1 7,5 ± 1,0 
Argpyrimidin 40 21 ± 1 0,7 ± 0,1 
LAL 61 62 ± 1 – 
OAL 67 34 ± 1 3,0 ± 0,1 
τ-HAL τ-62 85 ± 2 – 
π-HAL π-62 88 ± 6 – 
Lys(γ-Glu) 53 85 ± 2 – 
Referenzsubstanzen   
Lysin 13 ± 1 0,51 ± 0,09 
Gly-Sar 104 ± 2 – 
[1] Die Aufnahme wurde bei pH 6,0 (apikal) nach Inkubation mit [3H]Lys 124 (2 nM) gemessen. Expositions-
dauer: 5 min. Durchführung und Berechnung siehe Kap. 3.7.2. [2] Hemmung der Aufnahme des Referenzsub-
strates in einem orientierenden Versuch (Uptake-Experiment), Konzentration der Testsubstanz: 10 mM.  
[3] Konzentration der Testsubstanz: aufsteigende Konzentrationen. Alle Werte angegeben als Mittelwerte ± SE 
(n = 4). –, nicht bestimmt. 
4.3.4.2 Transepithelialer Transport modifizierter Aminosäuren an OK-Zellen 
Aus der Literatur ist bekannt, dass OK-Zellmonolayer einen im Vergleich zu Caco-2-Zellen 
relativ geringen transepithelialen Widerstand (TEER-Wert) aufweisen. Hori et al. (1993) 
bestimmten 5–7 Tage nach Aussaat von 0,4 × 106 Zellen/cm2 auf Polycarbonat-Transwell-
Einsätzen (Porengröße 3 µm) einen TEER-Wert von 63 ± 15 Ω×cm2. In der vorliegenden 
Arbeit wurden Filter mit kleinerer Porengröße verwendet (0,4 µm). Durch elektronenmikro-
skopische Aufnahmen konnte bestätigt werden, dass die Zellen hierbei als dichter Monolayer 
nur auf der Oberseite des Filters wuchsen.10 Der TEER-Wert der für 21 Tage kultivierten 
Monolayer lag bei 118 ± 7 Ω×cm2 und somit höher als der Wert des reinen Filters, jedoch 
niedriger als bei Caco-2-Zellen. Dementsprechend ist der Anteil des parazellulären Transpor-
tes höher, was sich am höheren Fluxwert für [14C]Mannitol 125 zeigt (Tabelle 4-25). Dessen 
zelluläre Aufnahme ist aber in der gleichen Größenordnung wie bei den Caco-2-Zellen (vgl. 
Tabelle 4-23). 
In den hier durchgeführten Experimenten wurden die Aminosäuren apikal appliziert, d.h. es 
wurde der Nettoflux (apikal → basolateral) gemessen. Dies entspricht der Messung der 
renalen Reabsorption von Substanzen aus dem Primärharn. Keine der untersuchten freien 
Aminosäuren wurde in signifikant größerem Maße als [14C]Mannitol 125 über den OK-
Zellmonolayer transportiert. Dies bedeutet, dass freie MRP und CLAS, die in die Zirkulation 
gelangt sind, nach glomerulärer Filtration nicht von Nierenzellen wieder aufgenommen 
                                                 
10 S. Geißler, 2011, persönliche Mitteilung. 
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werden können und somit nicht im Körper „gehalten“ werden. Die gute renale Clearance 
freier MRP konnte bereits in Humanstudien gezeigt werden (Thornalley et al., 2003). 
Tabelle 4-25: Transepithelialer Flux und zelluläre Aufnahme freier MRP und CLAS an OK-Zellen. 
 Flux[1] Zelluläre Aufnahme[2] 
 [%/cm2×h] [%] 
Testsubstanzen   
Fructoselysin 1 0,75 ± 0,01 0,25 ± 0,06 
Ribuloselysin 83 0,75 ± 0,01 1,61 ± 0,09 
CML 8 1,11 ± 0,17 4,29 ± 0,21 
Pyrralin 33 1,37 ± 0,23 0,40 ± 0,05 
Formylin 34 0,86 ± 0,24 5,31 ± 0,34 
Maltosin 35 0,97 ± 0,14 0,44 ± 0,02 
MG-H1 37 1,21 ± 0,14 0,85 ± 0,32 
Argpyrimidin 40 0,97 ± 0,05 0,67 ± 0,01 
LAL 61 1,11 ± 0,14 2,48 ± 0,18 
Referenzsubstanzen   
[14C]Mannitol 125 1,19 ± 0,08 0,11 ± 0,01 
L-[3H]Lysin 124 6,13 ± 0,18 8,6 ± 0,4 
L-[3H]Arginin 2,24 ± 0,43 3,2 ± 0,1 
[1] Messung und Berechnung des transepithelialen Transportes siehe Kap. 3.7.3., Konzentration der MRP und 
CLAS: 1 mM. [2] Intrazellulärer Anteil am Ende des Experimentes (120 min). Mittelwerte ± SD (n = 3). 
Die zelluläre Aufnahme der MRP und CLAS ist dagegen bei allen untersuchten Substanzen 
höher als die von [14C]Mannitol 125. Für CML 8, Formylin 34 und LAL 61 liegt sie bei-
spielsweise im Bereich der Aufnahme des Substrates L-[3H]Arginin. Möglicherweise können 
diese Substanzen zwar apikal aufgenommen, aber nicht basolateral abgegeben werden. 
Angesichts der geringen Affinität z.B. des CML 8 bzw. des LAL 61 zu den Lysintransport-
systemen könnten hierfür auch andere Transportsysteme verantwortlich sein. Auch eine 
Aufnahme aus dem basolateralen Kompartiment kann nicht ausgeschlossen werden, da zu 
Versuchsende 8 bis 10% der modifizierten Aminosäuren basolateral vorliegen. Dies würde 
bedeuten, dass die Zellen — einen apikalen Efflux vorausgesetzt — dazu in der Lage wären, 
MRP und CLAS aktiv in den Primärharn zu sezernieren. Daher bietet sich an dieser Stelle die 
Durchführung von Fluxmessungen (basolateral → apikal) an, um den Beitrag einer möglichen 
Sekretion zu klären. 
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4.3.5 Diskussion der Transportstudien 
4.3.5.1 Freisetzung modifizierter Aminosäuren während der luminalen Verdauung 
Proteingebundene modifizierte Aminosäuren können nach Aufnahme in den Körper je nach 
ihrer Struktur unterschiedliche Wege einschlagen (Abbildung 4-52). Pauschale Aussagen zur 
Resorption von MRP (Koschinsky et al., 1997) und CLAS werden dem Geschehen in vivo 
nicht gerecht, da es sich um strukturell sehr heterogene Substanzklassen handelt. 
Eine ausreichende luminale Verdauung von Lebensmittelproteinen (vgl. Kap. 4.2.9) ist die 
entscheidende Voraussetzung für die Resorbierbarkeit proteinogener Aminosäuren, da die 
Transportsysteme in vivo lediglich freie Aminosäuren oder Di- und Tripeptide resorbieren 
können. Zu große Peptide können nicht durch die über den Epithelzellen liegende Mucus-
schicht (unstirred water layer) diffundieren, werden im Darmlumen mit dem Chymus 
weitertransportiert, von der Mikrobiota des Dickdarms abgebaut oder mit den Faeces ausge-
schieden. Wie in Kap. 4.2 gezeigt wurde, sind die meisten Proteine, die modifizierte Amino-
säuren in lebensmittelrelevanten Konzentrationen enthalten, fast so gut verdaubar wie natives 
Casein. Erst bei Quervernetzung sinkt die Verdaubarkeit. Dementsprechend werden querver-
netzende Aminosäuren (LAL 61, Lys(γ-Glu) 53) bei der luminalen Verdauung aus Proteinen 
nur zu einem geringen Anteil als Aminosäuren oder kurzkettige Peptide freigesetzt (vgl. Kap. 
4.2.3).  
 
Resorbierbarkeit von LAL 61 
Auf Basis der Ergebnisse der Transportexperimente lässt sich postulieren, dass LAL 61 in 
vivo resorbierbar ist. Die Resorbierbarkeit von proteingebunden appliziertem LAL 61 wurde 
in einem Humanversuch allerdings bereits widerlegt (Lee und Erbersdobler, 1994). Bei 
LAL 61, aber auch bei anderen quervernetzenden Aminosäuren wie HAL 62 und Lys(γ-
Glu) 53 sollte somit schon die schlechte proteolytische Freisetzbarkeit die Resorption verhin-
dern.  
In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die in den Transportstudien eingesetzten 
LAL-Derivate geeignete Modelle für aus Lebensmittelproteinen hydrolysierte Peptide sind. 
Nach Fraktionierung der verdauten Lösungen fand sich LAL 61 zwar zu > 95% in höhermo-
lekularen Peptiden. Es ist dennoch denkbar, dass es sich hierbei um LAL-haltige Di- und 
Tripeptide handelt, die auch am DHA-Rest an der Lysinseitenkette weitere Aminosäuren 
gebunden tragen. Solche Peptide würden bei der Fraktionierung in die HMW-Fraktion 
gelangen. In Ergänzug zu den hier durchgeführten Studien sollten daher Peptide synthetisiert 
und hinsichtlich ihrer Transporteigenschaften charakterisiert werden, die nicht nur am 
Lysinrest mit weiteren Aminosäuren verknüpft sind, sondern auch am Dehydroalaninrest.  
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Abbildung 4-52: Verteilung proteinogener und modifizierter Aminosäuren aus modifizierten Lebens-
mittelproteinen im Körper. 
4.3.5.2 Resorption modifizierter Peptide 
Peptide, die durch Diffusion bis an die Bürstensaummembran gelangen, unterliegen entweder 
der Hydrolyse am Epithel oder der Resorption in die Zelle (Abbildung 4-52). Die Hydroly-
se am Epithel stellt im Falle der proteinogenen Aminosäuren immer einen wesentlichen 
Zwischenschritt auf dem Weg zur Resorption dar, da sie (i) für Peptide, die länger sind als 
drei Aminosäuren, essentiell ist und (ii) alle Produkte dieser Hydrolyse auch potentiell 
resorbierbar sind. Bei den modifizierten Aminosäuren ist es dagegen gerade notwendig, dass 
sie nicht bis zu den freien Aminosäuren abgebaut werden, da diese nicht transportiert werden 
können (vgl. Kap. 4.3.2). Zumindest für Pyrralin 33 und Pentosidin 47 konnte gezeigt werden, 
dass sie während der simulierten gastrointestinalen Verdauung, die nur den luminalen Teil der 
Verdauung einschließt, nicht bis zum freien Derivat abgebaut werden. Insgesamt belegen die 
Studien zum Transport modifizierter Dipeptide, dass die in-vivo-Bioverfügbarkeit modifizier-
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ter Aminosäuren, wenn sie in Lebensmitteln proteingebunden vorkommen, mit freien Amino-
säuren nicht korrekt bestimmt wird. Hierzu ist die Applikation mindestens von modifizierten 
Dipeptiden nötig, besser jedoch ganzer modifizierter Proteine, da hierbei auch der Einfluss 
der intestinalen Peptidolyse beurteilt werden kann.  
Bei den Fluxmessungen wurde zwar deutlich, dass fast alle modifizierten Dipeptide durch 
membranständige Peptidasen der Caco-2-Zellen gespalten werden können (vgl. Kap. 4.3.3.2). 
Da aus der Literatur allerdings bekannt ist, dass die peptidolytische Aktivität der Darmzellen 
nicht ausreicht, um während der Verdauung alle luminal gebildeten Peptide am Darmepithel 
zu den freien Aminosäuren zu spalten (Newey und Smyth, 1959; Nicholson und Peters, 1979), 
ist es sehr wahrscheinlich, dass modifizierte Peptide zur Resorption zur Verfügung stehen. In 
diesem Zusammenhang wären Studien von Interesse, bei denen die Messung des transepithe-
lialen Transportes der modifizierten Peptide in Gegenwart eines hydrolysierten Caseins, z.B. 
einer D360-Probe des nativen Caseins, durchgeführt wird, was die tatsächlichen Verhältnisse 
während der Verdauung in vivo besser widerspiegeln würde. Möglicherweise besitzen die 
membranständigen Peptidasen dann nicht mehr die ausreichende Kapazität zur Spaltung der 
modifizierten Peptide, so dass deren effektive Konzentration höher wäre, was auch zu einem 
höheren Flux führen sollte.  
Freie modifizierte Aminosäuren, die nicht aufgenommen werden, gelangen weiter in den 
Dickdarm, wo sie von der Mikrobiota abgebaut oder mit den Faeces ausgeschieden werden. 
Auch die AP-Peptide Ala-FL 1a und FL-Ala 1b können nicht transportiert werden. Die sehr 
ähnliche Struktur der Seitenketten in anderen AP (Tagatoselysin 81, Lactuloselysin 82) lässt 
erwarten, dass AP somit generell nicht transportierbar sind. Die aus Humanstudien bekannte 
schlechte Resorbierbarkeit von Amadori-Produkten (Erbersdobler et al., 1986, 1991; Lee und 
Erbersdobler, 1994; Henle et al., 2000; Förster et al., 2005; Schwenger et al., 2006) lässt 
sich also, anders als beim LAL 61, nicht durch unzureichende proteolytische Freisetzbarkeit 
begründen, sondern durch die fehlende Resorbierbarkeit. Alle anderen untersuchten modifi-
zierten Dipeptide können theoretisch resorbiert werden. Auch für diese Peptide wäre es 
interessant zu ermitteln, wie sich die Aufnahmeraten in Gegenwart einer Matrix aus Casein-
peptiden oder einer Lebensmittelmatrix verändern. 
Hemmung der Transportsysteme durch modifizierte Aminosäuren und Peptide 
Angesichts der im Vergleich zur täglichen Aufnahme allgemein relativ hohen Ki-Werte 
(Tabelle 4-20) kommen für eine Hemmung der intestinalen Lysintransportsysteme nur 
Fructoselysin 1 und Pyrralin 33 infrage. Bei einer angenommenen täglichen Aufnahme von 
1000 mg (ca. 3 mmol) Fructoselysin 1 bzw. 20 mg (ca. 80 µmol) Pyrralin 33 ergeben sich 
unter Zugrundelegung einer täglichen Sekretion von 5 L Verdauungssekreten Konzentratio-
nen von 0,6 mM Fructoselysin 1 bzw. 0,016 mM Pyrralin 33. Diese Konzentrationen liegen 
z.T. deutlich unter den Ki-Werten (Tabelle 4-20), werden aber wahrscheinlich nicht einmal 
erreicht, da die Peptidolyse im Darm zumindest beim Pyrralin 33 nicht bis zur freien Amino-
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säure verläuft (vgl. Kap. 4.2.6). Eine Hemmung der Lysintransportsysteme ist daher nicht zu 
erwarten. Ebensowenig sollten freies Fructoselysin und andere freie AP dazu in der Lage sein, 
den Peptidtransport zu hemmen.  
Eine Hemmung des Peptidtransportes durch während der Verdauung entstehende modifizierte 
Dipeptide ist ebenfalls sehr unwahrscheinlich. Zum einen müssten hemmende Konzentratio-
nen (Tabelle 4-22) von einzelnen Peptiden erreicht werden — während der Verdauung 
können jedoch beispielsweise aus CML-modifizierten Proteinen über 40 verschiedene 
carboxymethylierte Dipeptide entstehen, auf die sich die Konzentration des CML „aufteilen“ 
würde. Zum anderen werden die meisten Peptide auch transportiert, wodurch ihre luminale 
Konzentration sinkt. Aber auch die inhibitorische Wirkung „echter“ dipeptidischer Inhibitoren 
ist begrenzt, da sie durch umgebende membranständige Peptidasen hydrolysiert werden 
können. Eine Hemmung der Transportsysteme durch die während der Verdauung entstehen-
den Aminosäure- und Peptidgemische ließe sich charakterisieren, indem z.B. Proben aus der 
simulierten gastrointestinalen Verdauung im Kompetitionsexperiment (vgl. Kap. 3.7.2) 
eingesetzt werden. 
Öste et al. (1987) beobachteten bei Ratten eine signifikante Senkung der Resorption des 
Lysins nach Gabe von freiem Pyrralin 33. Da jedoch während der luminalen Verdauung kein 
freies Pyrralin 33 gebildet wird und pyrralinhaltige Peptide eher resorbiert als gespalten 
werden, sollte dieser Beobachtung wenig physiologische Bedeutung zukommen. 
4.3.5.3 Intrazelluläre Hydrolyse resorbierter Peptide 
Nach Aufnahme in die Zellen unterliegen die meisten Peptide der Spaltung in die konstituie-
renden Aminosäuren (Abbildung 4-52). Wie aus der Literatur bekannt (Daniel, 2004), werden 
nur einzelne Dipeptide mit anionischer oder zwitterionischer Seitenkette intakt transportiert 
(z.B. Ala-LAL 61a, LAL-Ala 61b, HAL-Ala 62b), wofür auch ein basolateraler Peptidtrans-
porter verantwortlich sein muss. Nicht alle intrazellulär freigesetzten modifizierten Amino-
säuren unterlagen einem Efflux. Für proteinogene Aminosäuren existieren in der basolatera-
len Membran, ähnlich wie in der apikalen, spezifische Transporter. Diese Transporter können 
jedoch, wenn überhaupt, nicht von allen modifizierten Aminosäuren genutzt werden, so dass 
sich einzelne Aminosäuren intrazellulär stark anreichern (Abbildung 4-50). Ob diese Amino-
säuren nur sehr langsam abgegeben werden oder ob sie in der Zelle „gefangen“ bleiben, 
konnte aufgrund der kurzen Inkubationszeit mit den hier durchgeführten Fluxexperimenten 
nicht nachgewiesen werden. Falls die modifizierten Aminosäuren in der Zelle verbleiben, 
werden sie spätestens bei der Abschilferung der Epithelzellen wieder in das Darmlumen 
abgegeben und in den Dickdarm weitertransportiert. Für den Organismus kann die Aufnahme 
modifizierter Peptide und anschließende intrazelluläre Spaltung einen Weg darstellen, trotz 
Modifizierung von Lysinresten wenigstens die dem Lysin benachbarten Aminosäuren zu 
verwerten. 
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Resorbierbarkeit von CML 8 
CML 8 ist aus modifizierten Proteinen ebenso gut freisetzbar wie andere saure Aminosäuren. 
Daneben konnte für die Dipeptide Ala-CML 8a und CML-Ala 8b gezeigt werden, dass sie in 
Caco-2-Zellen transportiert werden können. Dennoch sollte der Übergang von CML 8 aus der 
Nahrung in die Zirkulation eingeschränkt sein, da die freie Aminosäure CML 8 die Epithel-
zellen nur schlecht verlassen kann. Das intrazelluläre CML 8 wird durch Abschilferung 
wieder freigesetzt und gelangt, da es als freie Aminosäure nicht mehr aufgenommen werden 
kann, in den Dickdarm. Dies steht im Einklang mit einer Humanstudie von Birlouez-Aragon 
et al. (2010). Dort wurde zwar gezeigt, dass die renale Ausscheidung von CML 8 signifikant 
sinkt, wenn weniger CML 8 mit der Nahrung zugeführt wird; die renale Ausscheidung 
entsprach aber lediglich 1–2 ppm der zugeführten Menge. In den Faeces dagegen wurde 
CML 8 in Mengen bestimmt, die 30- bis 70-fach über der oral applizierten Menge lagen. Dies 
belegt einerseits, dass oral appliziertes CML 8 mit den Faeces ausgeschieden wird, anderer-
seits muss es während der Verdauung auch zur Nachbildung von CML 8 kommen. Denkbar 
ist, dass Fructoselysin 1, dessen Gehalte in Lebensmitteln stets deutlich über denen des 
CML 8 liegen (vgl. Kap. 2.1.3), im Darm zu CML 8 oxidiert wird. Eine solche Oxidation von 
Fructoselysin 1 in vivo wurde bereits von Knecht et al. (1991) postuliert.  
Ein sehr geringer Anteil der CML-Peptide wurde bei der Messung des transepitelialen 
Transportes auch intakt im basolateralen Kompartiment nachgewiesen (vgl. Kap. 4.3.3.2). 
Studien, bei denen während des Transportexperimentes zusätzlich zu den carboxyalkylierten 
Peptiden eine verdaute Caseinmatrix apikal appliziert wird, könnten in diesem Fall zeigen, ob 
die Hydrolyse der modifizierten Dipeptide inhibiert wird, wenn während der Verdauung und 
Resorption die intrazelluläre Konzentration von Dipeptiden allgemein erhöht ist. Dies wäre 
die Voraussetzung für eine effektive Resorption des peptidgebundenen CML 8.  
4.3.5.4 Übergang modifizierter Aminosäuren in die Zirkulation 
Vor allem hydrophoben Aminosäuren (Pyrralin 33, Formylin 34, Maltosin 35, Argpyrimi-
din 40) gelingt es relativ schnell, die Caco-2-Zellen zu verlassen. Wahrscheinlich stellt die 
basolaterale Zellmembran für diese Aminosäuren keine ausreichend hohe Diffusionsbarriere 
dar. Obwohl also die meisten der hier untersuchten modifizierten Dipeptide vom Peptidtrans-
porter transportiert werden, kommt es durch die intrazelluläre Spaltung zu einer weiteren 
Differenzierung der Bioverfügbarkeit aufgrund der chemischen Natur der Aminosäureseiten-
ketten. Die hohen transepithelialen Transportraten von Formylin 34, Maltosin 35 und Argpy-
rimidin 40 lassen erwarten, dass auch diese MRP eine hohe Bioverfügbarkeit aufweisen, 
vorausgesetzt, sie werden in ausreichendem Maße aus Proteinen freigesetzt. Für diese 
Produkte sind Studien zur Bioverfügbarkeit und darüber hinaus Kenntnisse über die Gehalte 
in Lebensmitteln dringend erforderlich. Je hydrophober die MRP sind und je länger sie 
während der Verdauung in Dipeptiden gebunden sind, desto höher ist ihre Chance in die 
Zirkulation zu gelangen. 
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Resorbierbarkeit von Pyrralin 33 
Die gute Bioverfügbarkeit des Pyrralins 33 in Humanversuchen (Förster und Henle, 2003; 
Förster et al., 2005) kann damit erklärt werden, dass es (i) gut aus dem Proteinverband 
freisetzbar ist (vgl. Kap. 4.2.6.3) und (ii) als Dipeptid vom Körper aufgenommen werden 
kann. Odani et al. (1996) bestimmten die Konzentration des Pyrralins 33 im Plasma gesunder 
Probanden zu 80 ± 30 nM, im urämischen Plasma dagegen zu über 400 nM. Zur Ernährung 
der Probanden wurden keine Angaben gemacht, daher ist davon auszugehen, dass diese sich 
ähnlich ernährten und dass die Zufuhr von ca. 6–20 mg Pyrralin 33 pro Tag (vgl. Kap. 
2.1.3.2) eine Plasmakonzentrationen von ca. 80 nM verursacht. Dies bedeutet einerseits, dass 
mit einer normalen Ernährung keine bedeutenden Pyrralinkonzentrationen im Plasma erreicht 
werden, dass sich aber bei eingeschränkter glomerulärer Filtration auch alimentäres Pyrra-
lin 33 im Plasma anreichern kann. Hieraus folgt, dass alimentäres Pyrralin 33 beim Urämiker 
in der Lage wäre, am Reaktionsgeschehen in vivo teilzunehmen. Die Resorbierbarkeit des 
Pyrralins 33 aus Lebensmitteln muss bei der Bewertung der Verbindung als Biomarker bei 
Diabetes (Matheson et al., 2010) in jedem Fall berücksichtigt werden. 
Resorbierbarkeit von Maltosin 35 
Maltosin kann aufgrund der 3-Hydroxy-4(1H)pyridinonstruktur seiner Seitenkette Eisen 
komplexieren. Die Eisenkomplexe des Maltosins 35 sind stärker als die des Deferiprons, eines 
in der Behandlung von Eisenspeichererkrankungen eingesetzten Chelatbildners (Seifert, 
2008). Die Tatsache, dass freies Maltosin 35 offenbar nicht aktiv resorbierbar ist, während 
dipeptidgebundenes Maltosin 35a/b von PEPT1 transportiert wird, dass also seine Bioverfüg-
barkeit steigt, wenn es dipeptidgebunden appliziert wird, lässt vermuten, dass Maltosin 35 
ebenso therapeutisch verwendet werden kann. Rehner und Walter (1991) zeigten, dass die 
orale Gabe von freiem Maltosin 35 bei Ratten die intestinale Aufnahme des Eisens senken 
und die renale Exkretion steigen lässt. Diese Effekte sollten sich durch die höhere Bioverfüg-
barkeit der Dipeptide als „Prodrugs“ für Maltosin 35 verstärken. Weitere Untersuchungen 
müssen jedoch klären, ob eine effektive Erhöhung der Eisenexkretion in vivo bestätigt werden 
kann. 
Resorbierbarkeit von Hydroimidazolonen 
Durch Applikation in dipeptidgebundener Form steigt auch der transepitheliale Nettoflux von 
MG-H1 37. Der Nettoflux beider Peptide (37a/b) ist höher als der von [14C]Mannitol 125 
(Tabelle 4-23). Die Gesamtresorption beider Peptide liegt in der Größenordnung der Peptide 
Pyrr-Ala 33b und Fom-Ala 34b; MG-H1 37 reichert sich also in der Zelle an, da es wahr-
scheinlich aufgrund seiner geringen Hydrophobität die basolaterale Zellmembran nur schlecht 
durchdringen kann. Daraus resultiert möglicherweise die schlechte Bioverfügbarkeit des 
Derivates, die jedoch bisher nicht in Humanversuchen, sondern nur in einer Studie an Ratten 
bestimmt wurde: Etwa 2% des proteingebunden applizierten Derivates konnten im Urin der 
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Ratten als freies MG-H1 37 wiedergefunden werden (Ahmed et al., 2005b). Falls die relativ 
ausgeprägte apikale Resorption der Peptide 37a/b auf andere Hydroimidazolone übertragen 
werden kann, ist es denkbar, dass z.B. PIO 42 oder G-H1 44 die basolaterale Zellmembran 
besser passieren können. Transportstudien sollten daher in jedem Fall auch mit anderen 
peptidgebundenen Hydroimidazolonen durchgeführt werden. 
4.3.5.5 Renale Exkretion modifizierter Aminosäuren 
Die freien modifizierten Aminosäuren werden nach Aufnahme in den Körper glomerulär 
filtriert und gelangen in den Primärharn (Abbildung 4-52). Durch Transportexperimente an 
Nierenzellen konnte in dieser Arbeit ermittelt werden, dass keines der Produkte renal 
rückresorbiert wird. Somit sollten die Produkte rasch mit dem Urin ausgeschieden werden, 
was in Humanstudien bereits gezeigt werden konnte (Thornalley et al., 2003). Wie bereits für 
die intestinalen Lysintransportsysteme diskutiert, ist ein renaler Lysinverlust aufgrund der 
Hemmung der Lysintransportsysteme durch modifizierte Aminosäuren unwahrscheinlich. 
Eine Hemmung der Aufnahme des L-[3H]Lysins wurde erst ab Konzentrationen von 0,7 mM 
(Argpyrimidin 40) ausgelöst; die Konzentrationen des Argpyrimidins und verschiedener 
anderer MRP liegen im humanen Plasma — auch bei renaler Insuffizienz — jedoch im nano- 
bis mikromolaren Bereich (Thornalley et al., 2003). 
Damit ist trotz der nachweisbaren intestinalen Resorption, die auf den Transport einzelner 
MRP und CLAS in Peptidform zurückgeführt werden kann, die Möglichkeit der Wechselwir-
kung mit biochemischen Systemen in vivo stark eingeschränkt, solange nicht, wie zum 
Beispiel bei Urämie, die renale Ausscheidung behindert wird (Thornalley, 2005). Gerade für 
die resorbierbaren MRP (Pyrralin 33, Formylin 34, Maltosin 35, Argpyrimidin 40) ist es daher 
notwendig, physiologische Konsequenzen der Aufnahme (z.B. Einfluss auf Regulationssys-
teme in vivo, Metabolisierung in der Leber) auch unter Berücksichtigung urämischer Kon-
zentrationen zu untersuchen.  
Insgesamt kann auf Basis der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse das Bild von MRP als 
potentiell toxischen Produkten insofern differenziert werden, als der überwiegende Teil dieser 
Produkte nicht in die Zirkulation gelangen und der resorbierbare Anteil der Produkte schnell 
renal ausgeschieden werden kann. Beim Gesunden sind daher von der Aufnahme von MRP 
wahrscheinlich keine pathophysiologischen Konsequenzen zu erwarten.  
4.3.5.6 Zusammenfassung der Transportstudien 
Mithilfe von Kompetitionsexperimenten an Caco-2-Zellen konnte gezeigt werden, dass freie 
MRP und CLAS die Aufnahme von L-[3H]Lysin 124 kaum hemmen und somit nicht mit 
Transportsystemen für basische Aminosäuren wechselwirken. Der überwiegende Teil der 
dipeptidgebundenen Derivate (Peptide Ala-Xaa und Xaa-Ala) kann jedoch in konzentrations-
abhängiger Weise den Transport von [14C]Gly-Sar 123 hemmen. Diese Dipeptide stellen 
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somit z.T. hoch affine Inhibitoren des Peptidtransporters dar. Die Affinität zum Transporter 
ist stark sequenzabhängig. 
Caco-2-Zellen, die als Monolayer wachsen, wurden auf porösen Polycarbonatmembranen 
kultiviert und zu Transportstudien eingesetzt. Keines der freien MRP und CLAS wurde aktiv 
über den Monolayer transportiert. Wurden die Derivate dagegen dipeptidgebunden eingesetzt, 
stieg, außer bei fructosylierten Peptiden, der transepitheliale Transport stark an. Allerdings 
wurden die Peptide meist nicht intakt transportiert, sondern intrazellulär gespalten und die 
freien Aminosäuren basolateral abgegeben. Zum Teil reicherten sich die modifizierten 
Aminosäuren, besonders die hydrophilen, intrazellulär an. Hydrophobe Aminosäuren (Pyrra-
lin 33, Formylin 34, Maltosin 35, Argpyrimidin 40) konnten die Zelle dagegen schnell 
verlassen. Diese Aminosäuren sollten daher auch in vivo effektiv resorbiert werden. 
In Kompetitionsexperimenten an OK-Zellen zeigte sich, dass modifizierte Aminosäuren auch 
an Nierenzellen nicht mit Transportsystemen für Lysin wechselwirken. Keine der freien 
Aminosäuren wurde aktiv über den OK-Zellmonolayer transportiert. Somit ist nicht von einer 
renalen Reabsorption der untersuchten MRP und CLAS auszugehen. 
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5 Zusammenfassung 
Proteingebundene Maillard-Reaktionsprodukte (MRP) und Crosslink-Aminosäuren (CLAS) 
werden mit der Nahrung täglich in nicht unerheblichen Mengen aufgenommen. In Humanstu-
dien wurde gezeigt, dass einzelne dieser Produkte resorbiert werden. Die Beteiligung einzel-
ner MRP und CLAS an pathophysiologischen Prozessen wird diskutiert. In der vorliegenden 
Arbeit sollte durch simulierte gastrointestinale Verdauung von Caseinen, in denen einzelne 
MRP und CLAS angereichert wurden, analysiert werden, wie sich die Modifizierung auf die 
Verdaubarkeit auswirkt und ob MRP und CLAS aus dem Proteinverband in resorbierbare 
Einheiten freigesetzt werden. In Zellkulturstudien wurde dann gezeigt, wie freie und dipeptid-
gebundene MRP und CLAS mit intestinalen Transportsystemen für basische Aminosäuren 
und Dipeptide wechselwirken können und möglicherweise sogar Substrate dieser Systeme 
darstellen. 
 
Synthese freier und dipeptidgebundener MRP und CLAS 
1 Als Referenzsubstanzen für chromatographische Messungen und als Testsubstanzen für 
Inhibitions- und Transportexperimente wurden insgesamt 19 freie MRP (Fructoselysin, 
Lactuloselysin, Tagatoselysin, Ribuloselysin, Carboxymethyllysin, Carboxyethyllysin, 
Pyrralin, Formylin, Maltosin, MG-H1, 3-DG-H, PIO, Argpyrimidin, Pentosidin) und CLAS 
(Lysinoalanin, π- und τ-Histidinoalanin, Ornithinoalanin, Lanthionin) in hohen Ausbeuten 
synthetisiert und charakterisiert. Für manche Produkte (Lactuloselysin, Ribuloselysin, 
MG-H1) konnte die Synthese dabei hinsichtlich der Ausbeute und Reinheit entscheidend 
verbessert werden. Das Pyrrolderivat Formylin wurde im Rahmen der hier präsentierten 
Arbeiten erstmals synthetisiert und charakterisiert. Bei der Synthese des PIO zeigte sich 
anhand der Charakterisierung eines bedeutenden Nebenproduktes, dass die Bildung von 
Pyrimidinen bei der Umsetzung des Arginins mit α,β-Dicarbonylverbindungen einen generel-
len und wichtigen Reaktionsweg darstellen sollte. 
2 Als Testsubstanzen für Inhibitions- und Transportexperimente am Peptidtransporter 
PEPT1 wurden von 12 MRP und CLAS (Fructoselysin, Carboxymethyllysin, Carboxyethylly-
sin, Pyrralin, Formylin, Maltosin, MG-H1, Argpyrimidin, Lysinoalanin, π- und τ-Histidino-
alanin und N-ε-(γ-Glutamyl)-Lysin) erstmals auch Dipeptidderivate synthetisiert und charak-
terisiert. Als flankierende Aminosäure wurde für die zwei möglichen Sequenzen Alanin 
gewählt (Ala-Xaa und Xaa-Ala). In vielen Fällen konnten die von den freien MRP und CLAS 
bekannten Synthesevorschriften auf Dipeptide übertragen werden. In einigen Fällen, in denen 
die Peptidbindung während der Synthese oder Isolierung nicht stabil war, wurden entweder 
geeignete Edukte synthetisiert (z.B. Boc-DHA-OBzl für peptidgebundene CLAS), oder es 
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wurden nasschemische Peptidsynthesemethoden angewendet. Hierbei wurden die z.T. mit 
Schutzgruppen versehenen modifizierten Aminosäuren als „building blocks“ verwendet 
(Peptide des Maltosins und Argpyrimidins). 
Simulierte Verdauung modifizierter Caseine 
3  Als Modellprotein für Verdauungsstudien wurde Rohmilchcasein verwendet. In dem 
Casein wurden hoch selektiv Fructoselysin, Lactuloselysin, Carboxymethyllysin, Carboxy-
ethyllysin, Lysinoalanin und N-ε-(γ-Glutamyl)-Lysin angereichert. Bei der Anreicherung von 
Pyrralin, MG-H1 und Pentosidin, für die z.T. neue Methoden erarbeitet wurden, kam es 
dagegen in relativ hohem Ausmaß zur Bildung teils nicht charakterisierter Nebenprodukte. 
Bei allen Modifizierungsarten wurden verschiedene Konzentrationsstufen der Derivatisierung 
erreicht (Lysinblockierung bis zu 97%). Die modifizierten Caseine wiesen Quervernetzungs-
grade von 17–88% auf.  
4 Ausgehend von mehreren Literaturmethoden wurde ein physiologie-nahes zweistufiges 
System zur simulierten gastrointestinalen Verdauung erarbeitet. Hierbei wurde Casein in einer 
Konzentration von 5% (w/v) zunächst für 2 Stunden unter Magenbedingungen (Pepsin, pH 2) 
und dann in einer Konzentration von 2,5% für weitere 6 Stunden unter Darmbedingungen 
(Pankreatin/Trypsin, pH 7,5) inkubiert. Während der Verdauung wurden regelmäßig Proben 
entnommen. Mittels Gelpermeationschromatographie wurde die Verteilung der Molmassen 
der bei der Verdauung entstehenden Peptide bei einer Messwellenlänge von 280 nm be-
stimmt. Als Maß für die Verdaubarkeit wurde der Anteil der Peptide mit Molmassen 
< 1000 Da verwendet. Im nativen Casein lag die Verdaubarkeit bei 96,9%. 
5 Bei allen modifizierten Caseinen sank die Verdaubarkeit mit zunehmendem Modifizie-
rungsgrad, besonders stark die der Caseine, in denen Pyrralin, MG-H1 und Pentosidin 
angereichert waren (z.T. bis auf 48% bei 37% Lysinblockierung). Bei den meisten Caseinen, 
die die modifizierten Aminosäuren Fructoselysin und LAL in lebensmittelnahen Konzentrati-
onen enthielten, war die Verdaubarkeit lediglich auf 89 bis 93% gesenkt. Die Inhibierung der 
Verdaubarkeit konnte für die hier untersuchten modifizierten Caseine zum überwiegenden 
Teil auf die Quervernetzung zurückgeführt werden, weniger auf die Modifizierung basischer 
Aminosäuren. 
6 Nach abgeschlossener Verdauung wurden die verdauten Peptidgemische mittels semiprä-
parativer GPC in eine hoch- (HMW) und eine niedermolekulare (LMW) Fraktion fraktioniert, 
wobei die beobachtete Trenngrenze bei ca. 250 Da lag. Nach saurer oder enzymatischer 
Hydrolyse wurden proteinogene und modifizierte Aminosäuren in diesen Fraktionen per 
Aminosäureanalyse bzw. RP-HPLC bestimmt. Aus den Konzentrationen wurde die Freisetz-
barkeit der einzelnen Aminosäuren errechnet. 
7 Je nach den Eigenschaften ihrer Seitenketten waren die modifizierten Aminosäuren in 
unterschiedlichem Maße in die mittels semipräparativer GPC abgetrennte Peptidfraktion 
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freisetzbar. In der LMW-Fraktion konnten 25–75% des Fructoselysins und Lactuloselysins, 
aber nur 19–26% des Pyrralins, 11–16% des MG-H1, 8–11% des Pentosidins und 1–14% des 
CML bestimmt werden. Andere quervernetzende Aminosäuren wurden nur in sehr geringem 
Maße in die niedermolekulare Peptidfraktion freigesetzt (LAL: 0,3–7%, N-ε-(γ-Glutamyl)-
Lysin: 0–4%). Eine Freisetzung der freien Aminosäuren Pyrralin und Pentosidin während der 
simulierten Verdauung der entsprechenden Caseine konnte durch RP-HPLC-Messungen 
ausgeschlossen werden. Es ist damit durchaus möglich, dass in vivo nach luminaler Verdau-
ung modifizierte Di- und Tripeptide, in denen Fructoselysin, Lactuloselysin, CML, Pyrralin, 
MG-H1 und Pentosidin enthalten sind, zur Wechselwirkung mit intestinalen Transportsyste-
men zur Verfügung stehen. Kurzkettige Peptide, die LAL und N-ε-(γ-Glutamyl)-Lysin 
enthalten, werden dagegen während der luminalen Verdauung nur in untergeordnetem 
Ausmaß gebildet. Eine Wechselwirkung von di- und tripeptidgebundenem sowie freiem LAL 
und N-ε-(γ-Glutamyl)-Lysin mit intestinalen Transportsystemen ist daher nur begrenzt 
möglich, sofern nicht längerkettige Peptide durch membranständige Peptidasen des Bürsten-
saums hydrolysiert werden können. 
8 Auch die Freisetzbarkeit einiger proteinogener Aminosäuren sank mit zunehmendem 
Modifizierungsgrad. Für ausgewählte Caseine (Anreicherung von Fructoselysin, Lactulose-
lysin, CML, LAL) konnte dies im wesentlichen auf die Blockierung des Lysins zurückgeführt 
werden, kaum dagegen auf die Quervernetzung. Durch die Analyse der Caseinsequenzen 
konnte gezeigt werden, dass vor allem die Freisetzung von Aminosäuren behindert wird, die 
ausgehend von Lysinresten in einem C-terminalen 3-Reste-Fenster überrepräsentiert sind. 
Wechselwirkung freier und dipeptidgebundener MRP und CLAS mit 
intestinalen und renalen Transportsystemen 
9 Als intestinales Zellmodell wurde in dieser Arbeit die Coloncarcinomzelllinie Caco-2 
verwendet, die wie das Dünndarmepithel eine Vielzahl von Aminosäuretransportern und den 
Peptidtransporter PEPT1 exprimiert. An diesen Zellen wurden Kompetitionsexperimente mit 
den Substraten L-[3H]Lysin und [14C]Gly-Sar durchgeführt. Der transepitheliale Flux von 
Testsubstanzen wurde in Transwell-Kammern an Zellen durchgeführt, die für 21 Tage auf 
porösen Polycarbonatmembranen gewachsen waren. Die Kompetititonsexperimente mit 
L-[3H]Lysin und die Bestimmung des transepithelialen Fluxes wurden auch an OK-Zellen 
(opossum kidney) als Nierenepithelzellmodell durchgeführt. 
10 Die meisten der freien MRP und CLAS wechselwirkten an Caco-2-Zellen nicht mit den 
Transportsystemen für L-Lysin. Nur die Affinität des Pyrralins lag in der gleichen Höhe wie 
die des L-Lysins. Alle untersuchten freien Amadori-Produkte waren schwache bis mittelstarke 
Inhibitoren des Peptidtransporters PEPT1 (Ki = 3,5–8,7 mM). Von den modifizierten Dipepti-
den erwiesen sich dagegen 10 als hoch-affine Inhibitoren des Peptidtransporters. Die Ki-Werte 
reichten von 0,03 mM (Pyrr-Ala) bis 13 mM (Ala-FL) und lagen damit im Bereich derer von 
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Peptiden aus proteinogenen Aminosäuren. Vor allem Peptide mit hydrophoben Seitenketten, 
die wenig Wasserstoffbrücken ausbilden können, zeigten eine hohe Affinität.  
11 Keines der freien MRP und CLAS wurde aktiv über den Caco-2-Zellmonolayer transpor-
tiert. Mit Ausnahme der fructosylierten Dipeptide wurden jedoch alle modifizierten Dipeptide 
— wahrscheinlich durch den Peptidtransporter PEPT1 — in die Zellen transportiert und dort 
in die konstituierenden Aminosäuren gespalten, die dann z.T. basolateral abgegeben wurden. 
Die basolaterale Abgabe war jedoch bei manchen Aminosäuren (CML, CEL, MG-H1, HAL) 
stark behindert, so dass diese in den Zellen akkumulierten. Bei den hydrophoben Aminosäu-
ren Pyrralin und Formylin ließ sich der transepitheliale Nettoflux um das 4- bis 80-fache 
erhöhen (Fom: 0,04%/cm2×h, Ala-Fom: 3,37%/cm2×h), wenn sie nicht frei, sondern in 
Dipeptiden appliziert wurden.  
12 Auch an OK-Zellen zeigte sich kaum eine Wechselwirkung freier MRP und CLAS mit 
den Lysintransportsystemen. Nur Argpyrimidin (Ki = 0,7 mM) hemmte den Transport des 
L-[3H]Lysins ähnlich wie Lysin (Ki = 0,51 mM). Die Transportraten für freie MRP und 
CLAS, die an OK-Zellen gemessen wurden, lassen sich mit einfacher Diffusion erklären. In 
die Zirkulation gelangte freie MRP und CLAS unterliegen also nicht der renalen Reabsorption 
und sollten bei normaler glomerulärer Filtrationsrate rasch ausgeschieden werden. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass MRP und CLAS als freie Aminosäu-
ren nicht resorbierbar sind, während sie aufgenommen werden können, wenn sie in Dipepti-
den gebunden vorliegen. Die in der Literatur beschriebenen Unterschiede in der Bioverfüg-
barkeit modifizierter Aminosäuren können damit einerseits so begründet werden, dass 
besonders schlecht bioverfügbare Substanzen nicht ausreichend aus dem Proteinverband 
freisetzbar sind und/oder theoretisch resorbierbare modifizierte Aminosäuren und Peptide 
nicht von den entsprechenden intestinalen Transportsystemen transportiert werden. Eine gute 
Freisetzbarkeit bedeutet andererseits jedoch noch keine gute Bioverfügbarkeit: Der Peptid-
transporter PEPT1 kann zwar die Mehrzahl der hier untersuchten modifizierten Dipeptide in 
die Zelle transportieren; eine Differenzierung in gut und schlecht bioverfügbare Derivate 
erfolgt jedoch nochmals nach intrazellulärer Spaltung der Peptide. Hydrophoben modifizier-
ten Aminosäuren (Pyrralin, Formylin, Maltosin, Argpyrimidin) gelingt es besonders gut, die 
Zelle zu verlassen, während hydrophile (CML, CEL, MG-H1) überwiegend in der Zelle 
akkumulieren.  
Diese Ergebnisse können zu einer Neubewertung der physiologischen Relevanz alimentärer 
posttranslational modifizierter Aminosäuren beitragen: Eine weitere Charakterisierung, sei es 
hinsichtlich der Gehalte in Lebensmitteln oder z.B. der Metabolisierung in vivo, ist vor allem 
für hydrophobe Derivate (Pyrralin, Formylin, Maltosin, Argpyrimidin) notwendig. Die 
Möglichkeit einer toxischen Wirkung in vivo erscheint für andere Derivate (z.B. Fructosely-
sin, CML, LAL) dagegen nur sehr eingeschränkt möglich. 
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